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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Ala   aminokislina alanin  
Asn   aminokislina asparagin 
BFU-E primitivne eritroidne matične celice (angl. burst forming unit 
erythroid cells) 
BRP biološki referenčni standard (angl. biological reference preparations) 
BSA   goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
CFU-E monopotentne matične celice eritropoetske vrste (angl. colony 
forming unit erythroid cells) 
CFU-GEMM multipotentne mieloidne matične celice (angl. colony forming unit 
granulocyte, erythrocyte, monocyte/macrophage, megakaryocyte)  
CHO celična linija ovarijev kitajskega hrčka (angl. Chinese hamster ovary 
cell) 
CRF   kronična odpoved ledvic (angl. chronic renal faliure) 
Cys   aminokislina cistein 
DcytB   citokrom B v dvanajstniku (angl. duodenal cytochrome B) 
DFO   desferioksimin (angl. desferioksimine) 
DMT1   divalentni transporter železa 1 (angl. divalent metal transporter 1) 
EDQM Evropski direktorat za kakovost zdravil (angl. European directorate 
for the quality of medicines) 
ELISA encimska imunoadsorpcijska preiskava (angl. enzyme-linked 
immunosorbent assay) 
EPO   eritropoetin (angl. erythropoietin) 
EPO-R  eritropoetinski receptor ( angl. erythropoietin receptor) 
ESA eritropoetično stimulativni dejavnik (angl. erythropoiesis stimulative 
agent) 
FDA Zvezni urad za živila in zdravila (angl. Food and drug 
administration) 
FPN   feroportin (anlg. feroportine) 
FSC fotodetektor v smeri vira svetlobe (angl. forward scatter) 
GATA2  GATA-vezavni protein 2 (angl. GATA- binding protein 2)  
Gly   aminokislina glicin 
GM-CSF stimulatorni dejavnik za nastanek granulocitnih in makrofagnih 
kolonij (angl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) 
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HCP hematopoetska celična fosfataza (angl. hematopoietic cell 
phosphatase) 
HIF   inducibilni dejavnik hipoksije (angl. hypoxia-inducible factors) 
HNF   hepatocitni jedrni dejavnik (angl. hepatocyte nuclear factors) 
HRE za hipoksijo odgovorni elementi (angl. hypoxia responsive elements) 
IGF-1 inzulinu podoben rastni dejavnik 1 (angl. insulin growth-like factor) 
IL   interlevkin (angl. inteleukin) 
i.v.   aplikacija v žilo (angl. intravenous injection) 
JAK2   Janusova kinaza 2 (angl. Janus kinase 2) 
mRNA sporočevalna ribonukleinska kislina (angl. messenger ribonucleic 
acid) 
NESP novi eritropoezo stimulirajoči proteini (angl. novel erythropoiesis 
stimulating protein) 
PD   farmakodinamika (angl. pharmacodynamics) 
PEG   polietilen glikol (angl. polyethylene glycol) 
PH   prolil hidroksilaza (angl. prolyl hydroxylase) 
PI-3   fosfoinozitid 3-kinaza (angl. phosphoinositide 3-kinase) 
PK   farmakokinetika (angl. pharmacokynetics) 
Pro   aminokislina prolin  
pVHL tumorski supresor von Hippel-Lindau (angl. von Hippel–Lindau 
tumor suppressor) 
RES   retikuloendotelijski sistem (angl. reticuloendothelial system) 
rHuEPO rekombinantni humani eritropoetin (angl. recombinant human 
erythropoietin) 
RNA   ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
RT-PCR verižna polimerazna reakcija z obratnim prepisovanjem (angl. reverse 
transcription polymerase chain reaction) 
s.c. podkožna aplikacija (angl. Subcutaneous injection) 
Ser   aminokislina serin 
SHP1 in SHP2 tirozin fosfataza SHP1 in SHP2 (angl. tyrosine phosphatase SHP1and 
SHP2) 
SSC   fotodetektor v smeri sipanja svetlobe (angl. side scatter) 
STAT5 prenašalec in aktivator transkripcije 5 (angl. signal transducer and 
activator of transcription 5) 
TF   transkripcijski dejavnik (angl. transcription factor) 
XVI 
Kovač V. Optimizacija metode štetja mišjih retikulocitov za potrebe določanja in vivo biološke aktivnosti eritropoetina. 




Thr   aminokislina treonin 
TIC transkripcijsko iniciacijski kompleks (angl. transcription initiation 
complex) 
UVHVVR Urad Republike Slovenije za varno hrano, veterinarstvo in varstvo 
rastlin 
Val   aminokislina valin 
VURS   Veterinarska uprava Republike Slovenije 
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Eritropoetin (EPO) je endogeni humani protein, ki z vezavo na eritropoetinski receptor 
sproži kaskado signalov, ki aktivirajo proces eritropoeze – nastajanja novih rdečih krvnih 
celic. V medicini se za zdravljenje anemij uporabljajo rekombinantni eritropoetini, 
pridobljeni predvsem iz celičnih linij ovarijev kitajskega hrčka (CHO). S spreminjanjem 
sestave in dodajanjem ogljikovih hidratov na strukturi proteina ter pegilacijo lahko dobimo 
nove biološke učinkovine eritropoetina z enako funkcijo, kot jo ima endogeni eritropoetin, 
vendar s podaljšano razpolovno dobo. Za vsako zdravilo je treba zagotoviti, da je varno, 
učinkovito in kakovostno. Učinkovitost eritropoetina se preverja z biološkim testom na 
normocitemičnih miših, ki je predpisan v farmakopeji. Gre za in vivo test, v katerem se s 
statistično analizo vzporednih linij primerja učinkovitost zdravila z referenčno učinkovino 
na podlagi nastalega deleža retikulocitov v krvnem vzorcu štiri dni po aplikaciji 
učinkovine. Od vzorčenja pa vse do analize lahko na vzorec vpliva veliko fizikalno-
kemijskih dejavnikov, ki do zdaj še niso bili popolnoma raziskani. V nalogi smo se 
predvsem osredotočili na barvilo tiazol oranžno, ki ga v podjetju Lek, d. d., na oddelku 
Biološka kontrola uporabljajo v rednih analizah, saj z boljšim poznavanjem celotnega 
postopka lahko na podlagi dobljenih rezultatov z gotovostjo potrdimo, ali je rekombinantni 
eritropoetin od šarže do šarže enako učinkovit. 
1.1 NAMEN MAGISTRSKE NALOGE 
Namen magistrske naloge je bila optimizacija analitske metode za določanje biološke 
aktivnosti eritropoetina, in sicer:  
– ugotoviti, kdaj je najbolj optimalno vzorčiti mišjo kri, da dobimo v krvnem vzorcu 
največji delež retikulocitov; 
– preučiti robustnost fluorescenčnega barvila tiazol oranžno v in vivo biološkem testu za 
preverjanje učinkovitosti eritropoetina; 
– primerjati sposobnost barvanja različno pripravljenih fluorescenčnih barvil tiazol 
oranžno (laboratorijsko pripravljeno barvilo in kupljeno komercialno barvilo) med 
seboj. 
S pridobljenim znanjem o vsakem koraku v postopku analitske metode bomo optimizirali 
delo in določili posamezne omejitve v korakih postopka. 
1.2 CILJI MAGISTRSKE NALOGE 
Cilj magistrske naloge je bil podrobno spoznati nekatere od korakov analitske metode za 
določanje biološke aktivnosti eritropoetina. 
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1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Hipoteza 1: 
 
Optimalno vzorčenje mišje krvi za analitski test za preverjanje učinkovitosti eritropoetina je 
četrti dan po aplikaciji humanega rekombinantnega eritropoetina, saj je takrat delež 




Fluorescenčno barvilo tiazol oranžno, ki se uporablja v analitskem testu za preverjanje 




V analitskem testu za preverjanje učinkovitosti eritopoetina sta komercialno barvilo Retic-
Count in laboratorijsko pripravljeno barvilo tiazol oranžno enako učinkovita pri obarvanju 




Uporaba antikoagulanta EDTA ne vpliva na delež obarvanih retikulocitov v analitskem testu 
za preverjanje učinkovitosti eritropoetina. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ERITROPOETIN 
2.1.1 Zgodovina 
Ideja o humoralnem dejavniku, ki vpliva na eritropoezo, se je rodila iz dveh spoznanj. Prvo 
je bilo to, da so tkiva pod nadzorom endokrinih žlez, in druga, da se v telesu nekaj 
spreminja, ko primanjkuje kisika. Slednje sta preučevala fizika Bert in Jourdanet, ki sta 
pokazala fiziološki vpliv parcialnih tlakov plinov (Haase, 2013). Leta 1893 je Friedrich 
Miescher opisal pozitivne učinke zdravljenja ljudi v gorskih letoviščih in nadmorski višini 
pripisal stimulacijo eritropoeze (Jelkmann, 1992). 
Prva hipoteza o eritropoezi se je porodila, ko sta Carnot in Deflandre izvajala poskuse na 
kuncih, pri čemer sta enemu kuncu odvzela krvno plazmo in jo injicirala drugemu. V 
prejemniku sta opazila od 20 % do 40 % povečanje števila retikulocitov in ta pojav 
povezala s humoralnim dejavnikom, ki sta ga leta 1906 poimenovala »hemopotein« 
(Jelkman, 1986). Leta 1953 je v reviji Blood Allan Erslev opisal poskus, kjer je z 
večkratno infuzijo plazme kuncev s hudo anemijo v receptorskega zdravega kunca dosegel 
terapevtski učinek eritropoetina (Erslev, 1953). K nadaljnjemu razvoju eritropoetina so 
prispevale tudi ugotovitve, da so ledvice primarno mesto nastanka EPO, da ga proizvajajo 
peritubularne intersticijske celice ledvičnega tkiva in da so jetra sekundarni izvor EPO. 
Leta 1977 so Miyake in sodelavci (Miyake in sod., 1977) uspeli izolirati eritropoetin iz 
urina bolnikov z anemijo, kar je omogočilo, da je Lee-Huang leta 1984 uspešno kloniral 
gen za EPO v Escherichia coli (Lee-Huang, 1984) in da sta ekipi Jacoba in sodelavcev 
(Jacob in sod, 1985) ter Lin in sodelavcev leta 1985 (Lin in sod., 1985) uspešno klonirali 
gen za EPO v ovarijske celice kitajskega hrčka. To je omogočilo razvoj rekombinantnega 
eritropoetina za potrebe klinične uporabe (Ng in sod., 2003). 
2.1.2 Molekularna zgradba 
Gen za eritropoetin se pri človeku nahaja na regiji q11-q22 kromosoma 7 in kodira 193 
aminokislin velik protein, od katerega 27 aminokislin predstavlja hidrofobno vodilno 
sekvenco, preostalih 166 pa kodira zrel protein (Spivak, 1989). V genomskem zapisu 
obstaja le ena kopija genskega zapisa, sestavljena iz 5 eksonov in 4 intronov (Jelkmann, 
2004). 
2.1.3 Struktura EPO 
Eritropoetin je enoverižni protein z molekulsko maso 30 kDa, od katerega 40 % 
molekulske mase predstavljajo ogljikovi hidrati (12 kDa), ki ne prispevajo k biološki 
aktivnosti, niti nimajo tarčne specifičnosti, temveč preprečijo prehitro izločanje iz telesne 
cirkulacije (Spivak, 1989). Protein ima trikratno N-glikozilacijo na aspartamih 24, 38 in 55 
ter eno O-glikozilacijo na serinu 126. Med posamezniki obstaja razlika v sladkorjih, ki so 
udeleženi v glikozilaciji, vendar po navadi gre za fruktozo, manozo, N-acetilglukozamin in 
galaktozo (Jelkmann, 2011). Za stabilnost in ohranitev strukture molekulo EPO obdajata 
dve disulfidni vezi med 7. in 161. cisteinom, ki je zelo pomembna za ohranjanje 
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sposobnosti vezave na EPO-receptor (EPO-R), in disulfidne vezi med 29. in 33. cisteinom. 
Terciarna struktura EPO vsebuje štiri antiparalelne α-helikse s prekrivajočimi zankami 
(Lombardero in sod., 2011). 
2.1.4 Receptor za EPO 
Genski zapis za EPO-R se nahaja na enem samem genu kromosoma 19p. Gen se prepiše v 
2,0 kb–2,2 kb veliko mRNA, ki se prevede v 484 aminokislin dolgo zaporedje, a zaradi 
neučinkovitega prenosa na celično površino se le 10 % zrelih receptorjev prenese na 
celično površino (Elliot in Sinclair, 2012). 
 
Molekula EPO se veže na dva membranska receptorja (EPO-R) tarčne celice, ki se po 
vezavi dimerizirata in sproži intracelularno signalno kaskado, katere posledice so 
preživetje celice, proliferacija in diferenciacija prekurzorjev za eritrocite (Lombardero in 
sod., 2011).  
 
EPO-R spada v družino citokinskih receptorjev in je sestavljen iz 226 aminokislin velike 
ekstracelularne domene, 22 aminokislin velikega transmembranskega segmenta in 236 
aminokislin velike intracelularne domene (Nagao in sod., 1997). Po dimerizaciji EPO-R se 
s transfosforilacijo medsebojno aktivirata tirozin kinazi »Janus Kinazi« (JAK2). JAK2 
fosforilira 8 tirozinskih ostankov na intracelularni domeni EPO-R, kar omogoča vezavna 
mesta za transdukcijske proteine STAT5, kinaze PI-3 in tirozin fosfataze SHP1 in SHP2. 
Po aktivaciji STAT5 se ta protein prenese v jedro, kjer prepozna točno določeno 
nukleotidno zaporedje v promotorski regiji gena in omogoči prepisovanje genov, 
odgovornih za proliferacijo in diferenciacijo do zrelih rdečih krvnih celic. Z vezavo tirozin 
fosfataze SHP1 na fosfotirozin se JAK2 defosforilizira in se posledično s prekinitvijo 
signala uravnava prepisovanje genov (Constantinescu in sod., 1999). 
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Slika 1: Shematski prikazi aktivacije in prekinitve signala za prepisovanje eritoridnih genov. Dva monomera 
EPO-R se ob prisotnosti EPO dimerizirata in prek fosforilizacij JAK2 aktivirata STAT5, ki pozitivno 
uravnava prepisovanje eitroidnih genov. Z vezavo SHP1 se signaliziranje za prepisovanje eritroidnih genov 
ustavi. Legenda: EPO (eritropoetin), JAK2 (Janusova kinaza 2), SHP1 (tirozin fosfataza SHP1), STAT 
(prenašalec in aktivator transkripcije) (prirejeno po Constantinescu, 1999). 
Največ, tudi do 1000 EPO-R, najdemo na membrani monopotentnih matičnih celic 
eritropoetske vrste (CFU-E) in proeritroblastov. Število EPO-R na celico se postopoma 
zmanjšuje v času diferenciacije krvnih celic. Na retikulocitih in eritrocitih receptorjev 
praktično ne najdemo več (Fisher, 2003). 
2.1.5 Uravnavanje gena EPO in proizvodnja molekule EPO 
Fiziološka koncentracija cirkulirajočega EPO v zdravem človeku se giblje okoli 20 mU/ml. 
Produkcija in izločanje EPO, kot tudi izražanje EPO-R, sta regulirana preko mehanizmov, 
ki zaznavajo celični kisik. Tako se ob pojavu hipoksije (pojav, ko primanjkuje kisika v 
tkivu) prek biološke poti inducibilnega dejavnik hipoksije 1 (HIF-1) povečata prepisovanje 
gena in proizvodnja EPO in EPO-R (Lombardero in sod., 2011). Ob normokisji (pojav, ko 
je raven kisika v tkivu normalna) pa deluje GATA-2, ki inhibira izražanje gena (Jelkman, 
2013). 
2.1.6 Inducibilni dejavnik hipoksije (HIF) 
S kloniranjem gena za HIF-1 se je pokazalo, da je protein sestavljen iz podenot HIF-1α in 
HIF-1β. Ti podenoti delujeta kot prepisovalna elementa, ki nadzorujeta izražanje gena 
EPO. HIF-1α se pod vplivom kisika inducibilno izraža, medtem ko je HIF-1β konstitutivno 
izražen. 
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Delovanje HIF-1α se ob primanjkovanju celičnega kisika poveča. Zaznavanje kisika naj bi 
potekalo na proteinu hem, ki je sposoben reverzibilne vezave kisika. Zato naj bi v deoksi 
stanju povzročil izražanje EPO, v oksigeniranem stanju pa ne (Fisher, 2003). 
Poznejše in vivo raziskave so dokazale, da ima HIF-2α vlogo primarnega transkripcijskega 
dejavnika za izražanje EPO, medtem ko so HIF-1α poleg vloge pri izražanju EPO pripisali 
tudi nadzor anaerobne glikolize. HIF-2α in HIF-1α stimulirata veliko bioloških procesov, 
kot so eritropoeza, angiogeneza in anaerobni metabolizem glukoze. Transkripcijski 
dejavniki HIF regulirajo izražanje gena z vezavo elemente, odgovorne za odziv na 
hipoksijo (HRE). Vse tri α-podenote HIF (HIF-1α in HIF-2α delujeta kot aktivatorja, HIF-
3α pa kot inhibitor) so v normoksiji podvržene proteasomski degradaciji tumorskega 
supresorja von Hippel-Lindau (pVHL), ki je komponenta ubikvitin ligaznega kompleksa 
E3 (Haase, 2010).  
 
 
Slika 2: Shematski prikaz uravnavanja izražanja gena EPO prek HIF-2. Pri normalnih koncentracijah kisika 
je HIF-2α podvžena proteasomski degradaciji, ko pa se pojavi hipoksija, se HIF-2α transportira do jedrnih 
celic, kjer dimerizira s HIF-2β. Dimer se nato veže na določeno mesto nukleotidnega zaporedja in z ostalimi 
koaktivatorji prepisovanja poveča prepisovanje gena EPO (Haase, 2010). Legenda: GATA (vezavni protein 
GATA), HIF-2α in HIF-2β (inducibilni dejavnik hipoksije 2α in 2β), HNF-4 (hepatocitni jedrni dejavnik), 
pVHL (tumorski supresor von Hippel-Lindau) (prirejeno po Haase 2010) 
Pri normalnih pogojih so dejavniki HIF-2α najprej hidroksilirani na prolinskih ostankih 
(Pro402 in Pro564 za HIF-1α ter Pro405 in Pro531 za HIF-2α) s prolil-4-hidroksilazo, ki 
za reakcijo potrebuje železo, 2-oksoglutarat in askorbat. Na dvakrat hidroksiliran kompleks 
HIF-α se veže pVHL-E3, ubikvitinira in degradira. 
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V odsotnosti kisika pa se HIF-2α ne razgradi, temveč se transportira v jedro, kjer skupaj s 
HIF-2 β tvorita heterodimer. Skupaj se vežeta na nukleotidno zaporedje 5'-RCGTG-3' gena 
EPO in s hepatocitnim jedrnim dejavnikom (HNF-4) povečata izražanje gena (Haase, 
2010).  
 
Semenza predpostavlja model regulacije izražanja HIF-1α glede na koncentracijo kisika. 
Če je kisika dovolj, se najprej HIF-1α prolil hidroksilira, nato ubikvitinira in posledično 
degradira s 26S proteasomom. Če pa gre za stanje hipoksije, se HIF-1α veže s HIF-1β in 
tako izogne korakom do degradacije. HIF-1 dimer se nato veže na specifično zaporedje (5'-
RCGTG-3') za odzivne elemente hipoksije, ki s pomočjo koaktivatorjev povečajo 
delovanje transkripcijsko iniciacijskega kompleksa (TIC). Ta skupaj s transkripcijskimi 
dejavniki (TF) sproži sintezo mRNA, ki se prevede v proteine, in ti nato vplivajo na 
hipoksijo (Semenza, 2001). 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz regulacije izražanja gena EPO prek HIF-1. Pri normalnih koncentracijah kisika se 
HIF-1α prek PHD/pVHL/proteasom poti degradira, ob primankljaju pa se HIF-1α deimerizira s HIF-1β in 
poveča delovanje TIC. Temu sledi prepisovanje gena EPO, prevajanje v protein in posledično uravnavanje 
hipoksije. Legenda: HIF-1α in HIF-1β (inducibilni dejavnik hipoksije 1α in 1β), pVHL (tumorski supresor 
von Hippel-Lindau), PHD (prolil-hidoksilaza), TIC (trenskripcijsko iniciacijiski kompleks), TFs 
(transkripcijski dejavniki) (prirejeno po Semenza, 2001). 
Dostopnost zadostne količine železa je kritično pomembna za eritropoezo. Ob hipoksiji se 
potrebe po železu povečajo, s čimer se povečajo tudi absorpcija v črevesju, transport po 
krvi, recikliranje fagocitiranih eritrocitov in sproščanje železa iz jetrnih zalog. V 




, ta pa se nato transportira v 
enterocite s pomočjo divalentnega transporterja železa 1 (DMT1). DcytB in DMT1 sta pod 
regulacijo HIF-2. Absorbirano železo se prek feroportinov (FPN) transportira iz 
absorbcijskih črevesnih celic, hepatocitov in retikuloendotelijskih celic (RES) v krvni 
obtok, kjer s prenašalci železa, transferini (Tf), preide do mesta nastanka eritropoetičnih 
celic. Tudi transferini delujejo pod vplivom sistema HIF. Hipoksija, nizka koncentracija 
železa v krvi in povečana eritropoeza inhibirajo sintezo hepcidina, ki pri normalnih pogojih 
inhibira delovanje FPN in s tem ohranja homeostazo v stistemu (Hasse, 2010). 
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Slika 4: Shematski prikaz povečanja eritropoeze preko metabolizma železa in sinteze EPO. Zaradi hipoksije 
HIF-2 vpliva na sintezo EPO v jetrih in ledvicah. Nekaj EPO se sintetizira tudi v možganskih glia celicah. 
Zaradi nastajanja novih krvnih celic se poveča potreba po železu. Železo se najprej reducira do Fe2, ta se 
transportira v enterocite in prek FPN v obliki Fe3 transportira do jeter, RES in kostnega mozga, kjer tudi 
nastajajo nove rdeče krvne celice. Za uravnavanje koncetracij železa je odgovoren hepcidin, ki ob normlanih 
koncentracijah kisika uravnava količino sproščenega železa iz enterocitov, hepatocitov in 
retikuloendotelijskih celic. Legenda: HIF-1 in HIF-2 (inducibilni dejavnik hipoksije 1 in 2), DcytB 
(citokrom b v dvanajstniku), DMT (divalentni transporter železa 1), FPN (feroportin), Tf (transferin), RES 
(retikuloendotelijske celice) (prirejeno po Haase, 2010). 
2.1.7 Funkcije EPO 
Fiziološka koncentracija EPO v plazmi zdravega človeka se giblje od 4 mU/ml do 
30 mU/ml. Pri normalnih pogojih je koncentracija cirkulirajočega EPO pravšnja za 
ohranjanje mase rdečih krvničk ter za zamenjavo starajočih in umirajočih celic (Ridley in 
sod., 1994). Ob pojavu anemije pa lahko opazimo tudi do 100-kratno povečanje 
koncentracije EPO v telesu (Lombardero in sod., 2011). Bazalna produkcija je 2 – 3 × 10
11
 
rdečih krvnih celic na dan in od tega 1 % zrelih rdečih krvnih celic odmre vsak dan. V 
zdravem človeku odmrle eritrocite nadomestijo retikulociti (Jelkmann, 1992). 
Dolgo je veljalo, da EPO vpliva samo na eritropoezo, vendar se je izkazalo, da je EPO 
pleiotropni hormon. Pripusujejo mu namreč angiogeno in nevrotrofno fukcijo.  
2.1.7.1 Eritropoeza 
Eritropoeza se dogaja v specializiranih nišah kostnega mozga. V zdravem človeku se na 
dan ustvari 2 × 10
11
 eritrocitov, ki predstavljajo 99 % vseh cirkulirajočih celic v 
organizmu. Zato mora biti v kostnem mozgu vsaj 25 % multipotentnih celic usmerjenih v 
eritoidno pot (Elliot in Sinclair, 2012). 
 
Nove krvne celice se kontinuirano ustvarjajo z deljenjem celic, diferenciacijo in zorenjem. 
Hematopoeza se začne s primitivnimi pluripotentnimi matičnimi celicami, ki so sposobne 
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samoobnove in diferenciacije v multipotentne celice (CFU-GEMM). Te se naprej pod 
vplivom številnih rastnih dejavnikov diferencirajo do eritrocitov, megakariocitov, 
granulocitov ali monocitov (Jelkmann, 1992). V eritroidno pot usmerjene celice na 
površini izražajo EPO-R, medtem ko ga druge celice ne.  
 
Prve celice, predane v eritroidno pot, so primitivne eritroidne matične celice (BFU-E). Teh 
je od 40 do 120 na 10
5 
celic kostnega mozga in se naprej diferencirajo v pozne unipotentne 
krvne matične celice, monopotentne matične celice eritropoetske vrste (CFU-E), ki jih je 
od 200 do 600 na 10
5 
celic kostnega mozga (Elliot in Sinclair, 2012). 
EPO ima vpliv na zgodnje (BFU-E) in pozne (CFU-E) monopotentne krvne matične celice. 
Mlade BFU-E so relativno neobčutljive na EPO in so zmožne proliferacije ob odsotnosti 
EPO. Med zorenjem BFU-E se njihova občutljivost do EPO povečuje in iz njih nastanejo 
CFU-E, ki jim manjka sposobnost proliferacije in so izredno občutljive na EPO, saj jim ta 
omogoča nastajanje kolonij in diferenciacijo. EPO vpliva na eritropoezo vse do 
proeritroblastov in bazofilnih eritroblastov (normoblastov), prvih prepoznanih eritroidnih 
elementov (Ridley in sod., 1994). 
 
Iz CFU-E sledijo koraki diferenciacije od proeritroblastov, bazofilnih eritroblastov, 
polikromatskih eritroblastov, ortokromatskih eritroblastov do retikulocitov. Med to 
diferenciacijo se dogajajo štirje pomembni celični procesi. Najprej akumulacija 
hemoglobina, ki pripomore k citoplazemskim spremembam med zorenjem, sledi 
prenehanje ekspanzije eritroblastov in kontinuirno zmanjševanje velikosti celice, ki se 
konča s kondenzacijo in izločitvijo celičnega jedra (Manwani in Bieker, 2008). 
Da se iz CFU-E razvije retikulocit, je potrebnih 4 do 6 celičnih delitev, kar traja približno 7 
dni. Ob akutnem povečanju koncentracije EPO v organizmu pa nastajanje novih 
retikulocitov opazimo po 3 do 4 dneh (Jelkmann, 2004). 
 
Eritroblasti zorijo v »eritroblastnih otokih« kostnega mozga, kjer so tesno povezani z 
makrofagi, ki služijo kot celice pomagalke. V zadnjih korakih eritroidne poti retikulociti 
zapustijo kostni mozeg in vstopijo v krvno cirkulacijo, kjer dozorijo v eritrocite. Med 
zorenjem propadejo ribosomi in golgijev aparat, odstranijo se organeli, sledi izguba jedra 
in spremembe v citoskeletu, kar da eritrocitu njegovo značilno bikonkavno obliko. Zreli 
eritrociti krožijo v krvnem obtoku 120 dni vse do faze staranja, ko spremembe na 
površinskih antigenih ali spremembe fizikalnih karakteristik celice sprožijo odstranitev z 
makrofagi (Gifford in sod., 2006).  
 
Eritropoeza je nadzorovana prek citokinov, med katere spadajo granulocitne kolonije 
stimulirajoči dejavniki (G-CSF), interlevkin 6 (IL-6), dejavnik matičnih celic (SCF), IL-1, 
IL-3, IL-4, IL-9, IL-11, dejavnik za nastanek granulocitnih celic (GM-CSF), inzulinu 
podoben rastni dejavnik (IGF-1) in seveda EPO. Ob visokih koncentracijah EPO v krvi 
deluje kot proliferator in vpliva na zorenje normoblastov v retikulocite in nato v zrele 
eritrocite ter tudi vpliva na pluripotentne matične celice, kar se odraža v nastanku 
preeritroblastov in normoblastov (Lombardero in sod., 2011). EPO poveča število 
prekurzorjev za razvoj rdečih krvnih celic in pospeši izločanje retikulocitov iz kostnega 
mozga, vendar ne vpliva na celični cikel in število mejoz pri diferencijaciji (Ridley in sod., 
1994). S sinergističnim delovanjem SCF, GM-CSF, IL-4, IL-3, IL-9 in IGF-1 omogočijo 
zojenje BFU-E in CFU-E do normoblastov (Fisher 2003). 
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Eritropoetin je nujen za preživetje, proliferacijo in diferenciacijo eritrocitov v kostnem 
mozgu. Ta je konstantno prilagojen na uravnavanje izgube odmrlih rdečih krvnih celic in 
zagotavljanje optimalne oksigenacije (Lombardero in sod., 2011). 
 
Zmanjševanje števila rdečih krvnih celic neposredno ne vpliva na povečanje sinteze EPO 
in njegovega izločanja. Nadzor aktivnosti gena EPO v jetrih in ledvicah poteka prek 
povratne zanke, ki temelji na arterijskem in venskem parcialnem tlaku kisika (Lombardero 
in sod., 2011). 
 
 
Slika 5: Shematski prikaz eritropoeze od pluripotentnih matičnih celic do zrelih retikulocitov in njihovih 
rastnih dejavnikov, ki pripomorejo pri diferenciaciji in proliferaciji celic eritropoeze. Legenda: CFU GEMM 
(multipotentne mieloidne matične celice), CFUE-MEG (mieloična matična celica trombocitopoetske vrste), 
BFU-E (primitivne eritroidne matične celice), CFU-E (monopotentne matične celice eritropoetske vrste), 
SCF (faktor matičnih celic), IL (interlevkin), GM-SCF (dejavnik za nastanek granulocitnih celic), IGF-1 
(inzulinu podoben rastni dejavnik 1) (prirejeno po Fisher, 2003). 
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2.1.7.2 Nenormalna eritropoeza 
Pri motnjah v nastajanju rdečih krvnih celic lahko pride do povečanja (policitemije) ali 
zmanjšanja (anemije) števila rdečih krvnih celic v obtoku.  
 
Policitemijo ali eritrocitozo delimo na primarno in sekundarno policitemijo. Primarna 
eritrocitoza se pojavi kot povečana občutljivost eritroidnih prekurzorjev na EPO ali pa 
mutacija v EPO-R ali JAK2, medtem ko je pojav sekundarne eritrocitoze povsem 
fiziološko normalen. Sekundarna eritrocitoza se zgodi ob tkivni hipoksemiji, ko ima tkivo 
omejen dostop in dostavo kisika (visoke nadmorske višine, cianotične bolezni srca in 
pljučne bolezni). Novejše raziskave opisujejo mutacije na pVHL, ki naj bi vplivale na 
slabšo degradacijo HIF, kar bi privedlo do nenormalne regulacije proizvodnje EPO. K 
sekundarni eritrocitozi prištevamo tudi uporabo EPO v športne namene in krvni doping s 
tranfuzijo (Gregg in Prchal, 2005). 
 
Anemije delimo na anemije z zmanjšano tvorbo rdečih krvničk, anemije zaradi 
neučinkovite eritopoeze in tiste s pospešenim izgubljanjem ali uničenjem rdečih krvnih 
celic. Običajno govorimo o anemiji, ko so celice nesposobne proizvajati zadostne količine 
EPO in lahko to opazimo kot nizko koncentracijo EPO v krvi. To se zgodi pri ledvičnih 
boleznih, saj so primarni producent eritropoetina. V primeru anemije pri kroničnih 
boleznih, anemiji, povezani z malginim rakom, ali pa anemiji pri staranju so vrednosti EPO 
v normalnih ali celo povečanih vrednostih, vendar kljub temu niso sposobne stimulirati 
produkcije rdečih krvnih celic. 
2.1.8 Mesto nastanka EPO 
2.1.8.1 Ledvice  
Takoj po rojstvu ledvice prevzamejo funkcijo glavnega proizvajalca eritropoetina. 
EPO se producira v ledvicah kot odziv na hipoksijo prek do sedaj neznanega senzorja za 
kisik. Naj bi šlo za membransko vezan protein hem, ki zaznava dostopnost kisika in 
nekako komunicira s celičnim jedrom do aktivacije gena EPO. Točno v kateri celici 
oziroma celicah nastaja EPO, je še neznanka. Med možnimi kandidati so proksimalne 
tubularne celice in glomerularne, mesangialne in intersticijske celice ledvične skorje. 
(Lombardero in sod., 2011). Za dokazovanje, katere celice zares proizvajajo EPOmRNA, 
potekajo cDNA in in situ hibridizacijske študije, kot tudi verižne reakcije polimeraze z 
uporabo reverzne transkripcije (RT-PCR). Študije nakazujejo prisotnost mRNA v 
intersticijskih celicah ledvic in tubularnih celicah (Fisher, 2003). 
2.1.8.2 Jetra 
V zarodku so jetra primarno mesto produkcije EPO (Lomardero in sod., 2011). 
Preusmeritev iz jeter na ledvice kot primarnega proizvajalca EPO ni točno znana, vendar 
naj bi se to zgodilo zaradi represije transkripcije in/ali znižanje izražanja transkripcijskih 
aktivatorjev v jetrih (Haase, 2010). Hipoteza pravi, da naj bi se po rojstvu znižala 
sposobnost proizvodnje eritropoetina zaradi prevelike občutljivosti na hipoksijo ali pa 
zaradi velike občutljivosti celic na kisik.  
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2.1.9 Proizvodnja rekombinantnega EPO 
2.1.9.1 Začetki 
Za potrebe razvoja EPO kot terapevtika ga je bilo treba najprej v zadostnih količinah 
izolirati in očistiti, da bi ga lahko karakterizirali. Številne skupine so poskušale očistiti 
človeški EPO iz krvi. Čeprav se vrednosti endogenega EPO zvišajo ob hipoksiji ali 
anemiji, predstavljajo te koncentracije le majhen del celotnih proteinov v krvi. Tako 
raziskovalci niso mogli pridobiti zadostnih količin za kemijsko karakterizacijo. Tudi čistost 
samega produkta je bila vprašljiva (Goldwasser in Kung, 1971).  
 
Leta 1977 so Miyake, Kung in Goldwasser (Miyake in sod., 1977) uspeli izolirati in očistiti 
en miligram EPO iz 1500 l urina pacientov z aplastično anemijo. S sedemstopenjskim 
procesom, ki je vseboval ionsko izmenjevalno kromatografijo, precipitacijo z etanolom, 
gelsko filtracijo in adsorpcijsko kromatografijo, so z 21-odstotnim donosom očistili 
produkt z aktivnostjo 70400 U/mg proteina s stopnjo očiščenosti 930, kar je bilo zadosti za 
delno karakterizacijo hormona. Z dostopno strukturo so sledile strategije kloniranja in 
izražanja gena EPO (Miyake in sod., 1977). 
2.1.9.2 Kloniranje gena EPO  
Pomanjkljivi podatki o primarni strukturi človeškega EPO, pomanjkljivo znanje o viru 
mRNA, nobene informacije o genomski strukturi gena, potreba po preprostem testu za 
potrditev, da klonirana sekvenca vsebuje gen EPO, in nepoznavanje mehanizma 
proizvodnje EPO so bile ovire, ki so jih morali premagati, da bi pridobili kloniran gen 
(Foote, 2009). 
To je leta 1985 Linu in sodelavcem uspelo (Lin in sod., 1985). Iz endogenega EPO so 
izolirali in sekvencirali dva najmanjša in najmanj degenerativna peptida. Na njihovi 
podlagi so naredili vse kombinacije oligonukleotidov, bilo jih je kar 128, in jih označili z 
radioaktivnim fosforjem. S hibridizacijo na 1,5 milijona klonov genomske knjižnice, 
pripravljene iz človeških jeter, so se le štirje kloni izkazali za pozitivne in le eden je 
vseboval celotni človeški gen EPO (Lin in sod, 1985). 
2.1.9.3 Izražanje gena EPO 
Kot ekspresijski sistem za produkcijo EPO se uporabljajo transficirane ovarijske celice 
kitajskega hrčka (CHO), ki sintetizirajo 193 aminokislin dolg prekurzorski protein. 
Prekurzorskemu proteinu se nato odstranita signalni peptid in na C-terminalni regiji 
arginin. Za zrel protein sta potrebni še N- in O-glikozilacija in glikoziliran protein se 
sprosti v medij. Rekombinantni protein je biološko, biokemijsko in imunološko enak 
endogenemu EPO (Davis in sod., 1987).  
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2.1.10 Terapija in zdravljenje z EPO 
Leta 1987 so Eschbach in sodelavci poročali o pozitivnih rezultatih iz prve in druge faze 
kliničnih poskusov z rekombinantnim človeškim EPO (rHuEPO) na bolnikih s kronično 
ledvično anemijo. Junija 1989 je agencija Food and Drug Administration (FDA) rHuEPO 
odobrila za zdravljenje te bolezni (Fisher, 2003). Za zdravljenje anemije pri pacientih s 
kronično odpovedjo ledvic (CRF) veljajo naslednja načela: 
1. pri pacientih s CRF je treba rHuEPO intravensko (i.v.) injicirati trikrat tedensko z dozo, 
večjo od 15 U/kg, da se doseže klinični odziv; za močnejši odziv pa je treba 
intravensko trikrat tedensko injicirati rHuEPO z dozo 500 U/kg; 
2. v povprečju je subkutana aplikacija (s.c.) učinkovitejša, čeprav se absorbira le do 25 % 
rHuEPO; 
3. farmakokinetika je pokazala, da je razpolovna doba (t ½) po intravenski aplikaciji 
4 do 9 ur, medtem ko je po subkutani več kot 24 ur; 
4. kljub doseženemu stanju hemoglobina v krvi (> 11 g/dl) je treba nadaljevati terapijo z 
rHuEPO, saj povečani hemoglobin zavira endogeno produkcijo EPO in posledično 
lahko koncentracija hemoglobina strmo pade; 
5. terapija z rHuEPO vodi do pomanjkanja železa v krvi; pomembno je pacientu dodajati 
železo.  
Študije z rHuEPO so se preusmerile na zdravljenje drugih stopenj in oblik anemije. 
Pacienti z normalno ledvično funkcijo, vendar drugimi obolenji, kot so na primer 
revmatoidni artritis, kronično vnetje, tumor, ali pacienti na kemoterapiji imajo 
koncentracijo endogenega EPO med 20 mU/ml in 200 mU/ml, kar pomeni blago anemijo. 
Ti pacienti se pozitivno odzovejo na rHuEPO v obliki povečanja eritropoeze in povišanja 
deleža hemoglobina.Pacienti z EPO v koncentracijah med 200 mU/ml in 2000 mU/ml ter 
2000 mU/ml in 20000 mU/ml pa imajo hujšo obliko anemije, pri katerih zdravljenje z EPO 
ni učinkovito. To so pacienti z mielomsko dispalzijo, anemijo srpastih celic in pacienti z 
AIDS (Ridey in sod., 1994). 
 
Najboljši način aplikacije rHuEPO je podkožno ali subkutano apliciranje, saj je v 
primerjavi z intravensko aplikacijo razpolovna doba daljša za 2 d 6 ur in absorpcija EPO 
pri subkutani aplikaciji traja do 70 ur, medtem ko pri intravenski traja 6 do 9 ur. Podatki o 
uporabi subkutane aplikacije nakazujejo trajnejšo koncentracijo EPO v plazmi, zato se 
lahko uporablja manjša doza EPO in posledično so stroški zdravljenja manjši. Navsezadnje 
je tudi za bolnika podkožna aplikacija manj boleča od intravenozne, še posebej če gre za 
kontinuirano zdravljenje z večkratnimi aplikacijami EPO (Ridey in sod., 1994). 
 
Stranski učinek, ki se najbolj pogosto pojavlja pri pacientih, ki so na terapiji EPO, je 
funkcionalno pomanjkanje železa, ki se izraža kot neodzivnost na rHuEPO. Zato se v 
bolnišnici rutinsko določijo zaloge železa pred terapijo z rHuEPO; v primeru pomanjkanja 
železa se to preprosto odpravi z oralnim ali intravenskih dodatkom železa. Tako se telesu 
priskrbi dodatno železo za potrebe eritropoeze, ki jo stimulira rHuEPO. 
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2.1.10.1 Anemija pri ledvični odpovedi 
Pri odraslem človeku ledvice predstavljajo glavno mesto produkcije EPO. Zato ob 
progresivnem uničenju tega organa nastopi EPO-limitirajoča anemija. Kaj kmalu, ko so 
leta 1983 uspešno pridobili rekombinantni EPO, je bilo zdravljenje anemije z rHuEPO 
uspešno. Sedaj rHuEPO predstavlja rutinsko zdravljenje za pacienta na hemodializi ali 
peritonealni dializi. Če gledamo z biološkega vidika, gre za obliko hormonske terapije, saj 
pacient ne potrebuje več transfuzije in s tem se tudi izogne morebitnim virusnim okužbam 
in nakopičenju železa v krvi. Zdravljenje močno vpliva na kakovost življenja pacientov, saj 
izboljša kognitivne in psihomotorne funkcije in omogoča daljši napor (Eschbach, 1994).  
2.1.10.2 Anemija v onkologiji 
Zdravljenje anemije pri pacientih z rakom je zaradi kompleksnih interakcij številnih 
dejavnikov veliko težje, kot pri ledvični odpovedi. Med dejavnike spadajo hemodilucija, 
krvavitve, hemofagocitoza, hemoliza, pomanjkanje nutrientov, poškodbe mozga, 
kemoterapija in radioterapija. 
 
Kemoterapija ali radioterapija povzročita spremembe zunaj kostnega mozga (hemolizo, 
izgubo krvi, pomanjkanje nutrientov, poškodbe eritroidne populacije), ki vplivajo na 
koncentracijo hemoglobina v krvi. Večina pacientov (več kot 50 %) se po kemoterapiji 
pozitivno odzove na terapijo z rHuEPO, še posebej pri delnih poškodbah kostnega mozga. 
Če pa izvedemo terapijo z rHuEPO pred kemoterapijo, ta prepreči padec hemoglobina v 
krvi in drastično zmanjša potrebe po transfuziji med kemoterapijo. Če je kostni mozeg že 
hudo poškodovan, pa je učinkovitost zdravljenja zanemarljiva (Eschbach, 1994). 
2.1.10.3 Anemija, povezana s transplantacijo kostnega mozga ali matičnih celic 
Pred samo transplantacijo kostnega mozga ali matičnih celic je treba s kemoterapijo ali 
radioterapijo telo spraviti v pancitopenijo (stanje zmanjšanja vseh krvnih celic, tudi 
trombocitov). Zato so lahko tudi do dva meseca po kirurškem posegu potrebne redne 
transfuzije krvi, ki se še lahko stopnjujejo, če pride do pooperativnih zapletov ali vnetja. S 
tridesetdnevnim injiciranjem 500 U/kg rHuEPO se v telesu vzpostavijo normalne vrednosti 
hemoglobina in potrebe po transfuziji se zmanjšajo (Klaesson, 1999). 
2.1.10.4 Tkivna zaščita 
Na splošno EPO s svojim pleiotropnim učinkom prepreči uničenje tkiva ob poškodbi, 
prepreči apoptozo ob primanjkovanju kisika, ekscitotoksičnost in izpostavljanje tkiva 
prostim radikalom. Razvoj infarkta je kompleksen proces apoptotske in nekrotične celične 
smrti, vnetja, sprememb v zunajceličnem matriksu in drugih vplivov. Kap in infarkt sta 
posledica ishemične poškodbe (pomanjkanje oskrbe s krvjo, posledično ni hranil in ne 
kisika), pri čemer se pojavi cona hitro umirjajočih celic. Te obdaja zdravo tkivo, ki je pa 
podvrženo nevarnosti, saj ob pojavu infarkta to tkivo preide v apoptozo. Prav zdravljenje z 
EPO ima vpliv na to tkivo, saj ublaži apoptozo ter tudi cilja na zmanjšanje in odpravljanje 
tega ishemičnega pojava (Burger in sod., 2009). 
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Številne in vivo študije so dokazale živčno zaščitni pojav EPO pri travmatskih poškodbah 
možganov in hrbtenice. Preventivno injiciran EPO posnema ishemično prekondicioniranje, 
stimulira endotelijske celice k dolgotrajni angiogenezi ter tako zaščiti živčno in srčno tkivo 
pred ishemičnim stresom in citotoksičnimi zdravili (Spivak, 2000). 
 
Po drugi strani pa so nedavne klinične študije pokazale stranske učinke terapije z EPO, kot 
sta povečano tveganje za trombozo pri zdravljenju nekaterih ledvičnih obolenj in 
pospeševanje tvorbe raka dojke, limfnega raka in pljučnega raka (Rizzo in sod., 2007). 
2.1.11 Nove molekule in formulacije 
Spremembe v lastnostih zdravila, kot so topnost, obstojnost in biološka učinkovitost, 
vplivajo na boljši odziv pacienta na zdravilo. To se dosega z: 
– glikozilacijo, pri kateri se dodajajo ogljikovi hidrati na proteinsko sekvenco. 
Najpomembnejši ogljikov hidrat je sialična kislina, ki je edini sladkor z negativnim 
nabojem. Ta neposredno vpliva na topnost, na stabilnost molekule in na njeno 
aktivnosti in vivo (Egrie in Browne, 2001). Teoretično bi lahko na rHuEPO vezali 
14 sialičnih kislin, saj bi na vsako od treh N-glikozilacijskih mest lahko vezali po 3 
sialične kisline in na eno O-glikozilacijsko mesto 2 sialični kislini. Posledično bi 
lahko z dodatnimi N-glikozilacijami še bolj povečali vsebnost sialične kisline in 
teoretično zvišali in vivo učinkovitost. Pri dosegu tega cilja pa mora molekula 
ohraniti svojo aktivnost, konformacijo in stabilnost. Zaradi tega je bilo treba na 
podlagi strukturno funkcijskih študij določiti, katere aminokisline se lahko 
glikozilirajo, ne da bi motile vezavne sposobnosti z receptorjem in da bi ohranile 
svojo strukturo (Elliott in sod., 1996); 
– pegilacijo, pri kateri se na protein veže polietilen glikol (PEG). S pegilacijo 
povečamo topnost, saj se okoli molekule tvori vodni ovoj in zato se poveča 
razpolovna doba. Povečana molekula ovira njeno izločanje iz telesa, poleg tega pa 
je tudi zmanjšana imunogenost proteina, saj deluje PEG kot površinska bariera, ki 
zakriva imunogene regije. Za PEG velja, da je inerten in neimunogen, zato je zelo 
primeren za vezavo na terapevtske učinkovine (Delgado in sod., 1992); 
– fuzijo proteinov, pri kateri prek peptidnega linkerja spajamo dva proteina med 
sabo, bodisi dve molekuli EPO ali eno molekulo EPO in intelevkina (IL-3) (Weich 
in sod., 1993). Cilj fuzije dveh proteinov je dodaten  prispevek k biološki 
učinkovitosti, saj vsaka molekula povečuje odziv na svoj način (Dalle in sod., 
2001); 
– posnemovalci EPO, ki nimajo nobene homologije v strukturi z EPO, vendar so 
sposobni vezave na EPO-R in aktivacije eritropoeze (Wrighton in sod., 1996); 
– posnemovalci hipoksije, pri čemer bi molekule lahko inhibirale prepisovanje 
genov za prolil hidroksilazo in VHLp, ki sta glavna inhibitorja prepisovanja gena 
EPO (Hirsila in sod., 2005); 
– gensko terapijo, ki je v teoriji obetajoč pristop zdravljenja, kjer bi se kontrolirano 
dostavila plazmidna DNA s konstitutivno izraženim genom EPO v mišice gostitelja 
(Naffakh in Danos, 1996). 
 
Na tržišču so številni rekombinantni eritropoetini. Rekombinanti EPO alfa, beta in delta, s 
skupnim imenom epoetini, se med sabo ne razlikujejo po aminokislinski sestavi, temveč po 
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zgradbi sladkornih verig, ki so različne zaradi uporabe različnih proizvodnih procesov. 
Razvejanost, kompleksnost in sama velikost ogljikovih hidratov imajo farmakokinetični in 
farmakodinamični vpliv kot tudi vpliv na stabilnost in topnost (Jelkmann, 2012). Obstajajo 
ralični eritropoetično stimulatorni dejavniki (ESA), ki so licencirani na globalni ravni z 
oznako: »Zdravljenje simptomatske anemije povezane s kronično odpovedjo ledvic« 
(Banzi in Gerardi, 2016). Nekateri ESA so prikazani v preglednici 1. 
Preglednica 1: Eritropoetinska zdravila na tržišču (posodobljeno Banzi in Gerardi, 2016) 
Učinkovina Ime zdravila Proizvajalec Leto odobritve 
prodaje 
Epoetin alfa Eprex® Ortho Biologics/Janssen-Cilag 1988 
 Epogen® Amgen 1989 
 Procrit® Amgen 1989 
 Binocrit® Sandoz 2007 
 Abseamed® Medice 2007 
 Epoetin Alfa Hexal® Hexal AG 2007 
Epoetin beta Recormon® Boehringer Mannheim 1990 
 NeoRecormon® Roche Pharmaceuticals 1997 
Epoetin theta Eporatio® Ratiopharm GmbH 2009 
Epoetin zeta Retacrit® Hospira 2007 
Darbepoetin alfa Aranesp® Amgen 2001 
Metoksi polietilen glikol 
epoetin beta 
Mircera® Roche Pharmaceuticals 2007 
2.1.12 Biološki test aktivnosti EPO 
Uporaba določenih celičnih linij za proizvodnjo EPO, pogoji kultivacije celične linije in 
procesi osamitve proteina vplivajo na glikozilacijski profil pripravka in posledično na 
biološko učinkovitost. Zato je nujna uporaba metode za spremljanje aktivnosti 
proizvedenega EPO, ki je robustna in dobro karakterizirana. Samo na ta način v 
proizvodnji lahko zagotavljamo konsistentno kakovost in učinkovitost terapevtika.  
Trenutno so v uporabi biološki testi in vivo, ki se izvajajo na poskusnih živalih, običajno 
miškah. V farmakopeji sta za določanje aktivnosti EPO predpisana test na policitemičnih 
in na normocitemičnih miših. Policitemične miši imajo zaradi bolezenskega stanja 
povišano število rdečih krvnih celic, medtem ko imajo normocitemične miši normalne 
vrednosti števila rdečih krvnih celic. 
Zaradi načel zamenjave, zmanjšanja in izboljšanja (3R) poskusov na živalih obstaja 
potreba, da bi se testiranje aktivnosti učinkovine preusmerilo na in vitro metode, ki 
zamenjajo uporabo živali. In vitro in in vivo testi za določanje aktivnosti EPO so prikazani 
v preglednici 3. 
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Preglednica 2: Primerjava testov za določanje učinkovitosti EPO. Legenda: ELISA (encimska imunoadsorbcijske preiskava), EPO (eritropoetin), EPO-R (eritropoetinski 
receptor), BFU-E (primitivne eritroidne matične celice), CFU-E (monopotentne matične celice eritropoetske vrste), ESA (eritropoetično stimulatorni dejavnik), PK 
(farmakokinetika) (posodobljeno po Molineux in Sinclair, 2009). 
 Primer Zaznava Prednost  Slabost 
In vitro test    Osredotoča se na razlike v 
afiniteti do EPO-R 
Imunski test EPO ELISA EPO-protein Občutiljiva, specifična, 
poceni 
Ne meri aktivnosti. Ne razloči 
med endogenim in eksogenim 
EPO 
Afinitetna kromatografija BIACORE Afiniteto do receptorja Občutiljiva, specifična Draga 
Ne poda aktivnosti 





Proliferacija primarnih celic Celice vranice, BFU-E,  
CFU-E 
Proliferacijo, klonalna rast Dobra biološka primerjava, 
lahko se dela s človeškim 
tkivom 
Zahtevna metoda, odvisna od 
donorja celic, klonalno 
namnoževanje podvrženo 
subjektivnosti 
In vivo test    Uporaba živali, delovno 
zahtevna metoda 
Označevanje z 59Fe Policitemični mišji test ESA in kratkoročni PK Vključuje aktivnosti 
učinkovine in PK, občutljiva, 
ponovljiva, potrebno majhno 
število mišk 
Radioaktivnost 
Retikulocitni test Test na normocitemičnih 
miših 
ESA  Visoka biološka primerljivost, 
občutljiva 
Variabilna, potrebno veliko 
število mišk 
Hemoglobin po eni časovni 
točki  
Štetje eritrocitov po enkratni 
dozi ESA in ob eni časovni 
točki 
ESA Visoka biološka primerljivost Variabilna, potrebno veliko 
število mišk, ni občutljiva 
Test vzdrževanja 
hemoglobina 
Tedensko doziranje ESA, 
ponavljajoče merjenje 
hemoglobina prek nekaj 
tednov do nekaj mesecev 
ESA Visoko občutljiva Dolgotrajna, tveganje za 
imunski odziv, visoko 
variabilna, potrebno veliko 
število mišk 
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2.1.12.1 Biološki test na policitemičnih miših 
Učinkovitost EPO se je v devetdesetih letih preverjala z biološkim testom na 
policitemičnih miših, ki imajo zaradi izpostavljenosti nižjemu atmosferskemu tlaku 
začasno zaustavljeno endogeno eritropoezo. Miši se tako izpostavi hipobaričnemu okolju 
za 14 dni, kjer postanejo policitemične, in se jim nato aplicira EPO v različnih 
koncentracijah. Ob aplikaciji eksogenega vira EPO se nanj izrazito odzovejo. Ob 
injiciranju EPO se injicira tudi radioaktiven izotop železa 
59
Fe, ki se veže na novo 
sintetiziran hemoglobin. Tega najdemo v novo sintetiziranih eritrocitih, ki jih po vzorčenju 
enostavno preštejemo. Čeprav je tak biološki test občutljiv, natančen in specifičen, je 
postopek uporabe radioizotopov in priprave živali nezaželen (Ramos in sod., 2003). 
2.1.12.2 Biološki test na normocitemičnih miših 
Trenutno je v uporabi biološki test na normocitemičnih miših, pri katerem z enkratnim 
apliciranjem EPO preverimo njegovo aktivnost na podlagi štetja proizvedenih 
retikulocitov. Pri testu se vedno primerja učinkovina (vzorec) z referenčnim vzorcem 
(standardom, referenco). Učinkovino in referenčni vzorec je treba pripraviti v treh 
koncentracijah, in sicer 80 IU/ml, 40 IU/ml in 20 IU/ml, ter naključno izbranim mišim 
podkožno injicirati vzorec. Za vsako koncentracijo vzorca in referenco je treba uporabiti 8 
miši, tj. skupaj 48 miši. Četrti dan po injiciranju se miškam pobere krvni vzorec iz repne 
vene in primerno obdela ter ustrezno pomeri delež retikulocitov s pretočnim citometrom. 
Ker retikulociti vsebujejo še nekaj ostankov RNA, jih je po barvanju z RNA-veznimi 
barvili enostavno prepoznati in prešteti s spektroskopskimi metodami (Bruns, 2015). 
 
Iz pomerjenih deležev retikulocitov se izračuna biološka aktivnost eritropoetina s 
statistično metodo paralelnih linij. Ker odzivi za posamezne odmerke niso linearni, jih je 
treba spremeniti v linearne z logaritemsko transformacijo. S statistično metodo se podajo 
kriteriji regresije, linearnosti in paralelnosti pri meji zaupanja 95 %. Če je ocena vrednosti 
biološke aktivnosti med 80 % in 125 % predvidene aktivnosti, lahko trdimo, da je vzorec 
ustrezen (United States pharmacopeia, 2018).  
2.1.13 Pretočna citometrija 
Pretočna citometrija je tehnika, s katero lahko kvantitativno analiziramo posamezne celice. 
Metoda se je razvila v sedemdesetih letih 20. stoletja in z vse bolj napredno računalniško 
tehnologijo, lasersko tehnologijo in fluorescenco zdaj pretočna citometrija predstavlja 
temelj v bioloških raziskavah. Sodobni pretočni citometri so sposobni analizirati do 
100.000 celic na sekundo in vse do 13 parametrov. Osnovna parametra sta sipana svetloba 
v smeri svetlobnega vira (angl. Forward scatter oziroma FSC) in pod kotom sipana 
svetloba (angl. Side scatter oziroma SSC), ostali parametri pa so imunoflourescenčna 
barvila. Avtomatizacija in robotika pa sta že v fazi nadgradnje trenutnih pretočnih 
citometrov (Adan in sod., 2017). 
Za analizo vzorca je potrebno označevanje celic oziroma suspenzije z 
imunofluorescenčnimi barvili ali označenimi protitelesi. Če celica vsebuje ali pa je 
označena s fluorescenčnimi snovmi, potem se absorbirana svetloba določenih valovnih 
dolžin emitira v obliki fluorescence druge valovne dolžine. Najbolj uporabljena 
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flourescenčna barvila so flourescin izotiocianat (FITC), Texas rdeče in fikoeritrin (PE) 
(Adan in sod., 2017) 
 
Praktično vsi citometri poleg flourescence zaznavajo tudi sipano svetlobo. SSC se meri 
pod kotom 90° in je sorazmerna z granuliranostjo celice, FFC pa se meri pod kotom 180° 
in prikazuje velikost celice. Za zbiranje svetlobe različnih valovnih dolžin pa je potrebna 
serija dikromatskih filtrov in ogledal. Dikromatski filtri so prepustni samo za določene 
valovne dolžine svetlobe, preostale pa se odbijejo. Zaznan signal, ki se pretvori v električni 
signal, se s pomočjo računalniške enote in računalniških programov prikaže uporabniku 
kot rezultat. Najbolj uporabljena predstavitev je v obliki točkastega diagrama, v katerem se 
primerjata dva parametra med seboj, prav tako pa se uporabljajo tudi histogrami, pri 
katerih prikazujemo en parameter z njegovim številom in statistične analize tega parametra 
(Danial in sod., 2016). 
2.1.14 Fluorescenca 
Fluorescenca je emitirana svetloba. Da pride do fluoresciranja, je naprej treba z 
elektromagnetnim sevanjem ali pa s svetlobnim obsevanjem določene valovne dolžine 
elektrone barvila vzbuditi iz osnovnega stanja v višje, vzbujeno stanje. V vzbujenem stanju 
so elektroni zelo nestabilni, kar zanje ni ugodno, zato se vrnejo v stabilno osnovno stanje 
takoj po obsevanju. Elektroni z vračanjem v stabilno stanje preidejo več vzbujenih stanj in 
po vrnitvi v osnovno stanje se sprosti odvečna energija, ki jo zaznamo kot fluorescenčno 
svetlobo. Zaradi tega večstopenjskega prehoda je emitirana svetloba daljše valovne dolžine 
kot pa absorbirana svetloba (Danial in sod., 2016). 
2.1.14.1 Fluorescenčno barvilo tiazol oranžno 
Asimetrični cianin, tiazol oranžno, je sestavljen iz dveh med sabo konjugiranih aromatskih 
obročev. Ko sta obroča koplanarna, molekula resonira, kar se pokaže v intenziteti 
flourescence. Za to barvilo je značilno, da ima visoko sposobnost vezave na nukleinske 
kisline, visoko razmerje med fotoni, ki absorbirajo svetlobo, in fotoni, ki emitirajo svetlobo 
v obliki fluorescence, ter da je celična membrana prepustna z barvilo. Uporaba barvila 
tiazol oranžno je ugodna v pretočni citometriji, saj uporabljamo laser z eksitacijsko 
svetlobo 488 nm, ki je sposobna vzbuditi elektrone fluorokroma tiazol oranžno v višje 
stanje. Eksitacijska valovna dolžina za tiazol oranžno je pri 510 nm in njegova emisijska 
valovna dolžina pri 530 nm (Nygren in sod., 1998). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
 
Slika 6: Shema poteka analitske metode za določanje biološke aktivnosti eritropoetina (modri okvirčki in 
črne puščice) z opravljenimi poskusi robustnosti (oranžni okvirčki in sive puščice) 
3.1 MATERIALI IN TESTNI SISTEM 
3.1.1 Laboratorijski pribor in oprema 
Preglednica 3: Uporabljen laboratorijski pribor in oprema 
Laboratorijski pribor (proizvajalec) Oprema Računalniški 
programi 




Cell Quest  
1000 ml reagenčna steklenica za filtriranje 
(Shott/Duran) 
Apple Mac – računalniška enota Microsoft Excel 
Avtomatske pipete z nastavljivim volumnom 
(0,5 µl–10 µl, 2 µl–20 µl, 10 µl–100 µl, 100 µl–
1000 µl) 
(Eppendorf) 
FACSCalibur – pretočni 
citometer (BD) 
Microsoft Word 
Combitips – nastavki za pipete (2,5 ml, 5 ml, 





Klešče za označevanje živali z 
ušesnimi značkami  (Stoelting) 
Symex program 
X2 
Plastične merilne buče (50 ml, 100 ml in 
1000 ml)  
(Vitalab) 
Komora za  anestezijo s CO2  
Lij s širokim vratom 
(VWR) 
Mizica za injiciranje  
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Nadaljevanje Preglednice 3 
Laboratorijski pribor (proizvajalec) Oprema Računalniški program 
Mikrotitrske plošče  
(Thermofisher) 
Precizna tehtnica (Mettler 
Toledo) 
 







Spark 10M – čitalec 
mikrotitrskih plošč (Tecan) 
 
Plastične epruvetke (1,5 ml, 2 ml, 5 ml) 
(Eppendorf) 
Sysmex 2000i – hematološki 
analizator 
 
Plastične epruvetke za merjenje na 
pretočnem citometru  
(BD) 
Vakuumska črpalka  
(Millipore) 
 
Plastične erlenmajerice (50 ml in 100 
ml) 
 (Vitalab) 
Vorteksno mešalo (Tethnica)  
Sterilna injekcijska igla s sterilno brizgo  
(B Braum) 
  
Sterilne čaše (20 ml in 25 ml)  
(Schott/Duran) 
  
Sterilne erlenmajerice (50 ml, 100 ml, 
200 ml, 250 ml in 300 ml)  
(Schott/Duran) 
  
Sterilne plastične pipete (10 ml) 
(Sterilin) 
  
Sterilne polistirenske epruvete (5 ml, 
8 ml in 15 ml)  
(BD) 
  
Sterilni filtrirni nastavek za enkratno 
uporabo (Nalgen) 
  




Preglednica 4: Uporabljeni reagenti 
Reagenti  Proizvajalec 
CaliBRITE FACSFlow Becton-Dickinson 
Eritropoetin BRP EDQM 
FACSClean Becton-Dickinson 
FACSRinse Becton-Dickinson 
Fosforna kislina (H3PO4), Merck 
Goveji serumski albumin (BSA),   Sigma 
Metanol Merck 
NaCl 0,9 %, Sterile B. Braun 
Natrijev hidrogen fosfat  (Na2HPO4 x12H2O Merck 
Natrijev klorid (NaCl), Sigma 
Retic-Count Becton-Dickinson 
Tiazol oranžno Fluka 
Voda za celično biologijo (brez endotoksinov, 
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3.1.3 Laboratorijske živali 
Preglednica 5: Informacije o uporabljenih laboratorijskih živalih 
Informacija Opis 
Vrsta in soj Miši B6D2F1 
Vir/poreklo Envigo RMS B.V. (Nizozemska) 
Mikrobiološki status SPF (vzreja kot konvencionalne) 
Starost Od 8 do 12 tednov 
Število živali Od 6 do 12 na poskus 
Spol Samci 
Teža živali Od 25 g do 30 g 
Obdobje prilagajanja Najmanj 5 dni 
 
 
Slika 7: Mišji soj B6D2F1 (Research Models …2016) 
3.1.3.1 Laboratorijski pogoji za nastanitev miši na oddelku Biološka kontrola, Lek, d. d. 
Preglednica 6: Laboratorijski pogoji 
Pogoj Zahteva 
Zdravje živali Zdravstveno stanje živali je ocenil veterinar. V 
poskusu so bile uporabljene samo živali s 
primernim zdravstvenim stanjem. 
Nastanitev Največ 12 mišk na kletko 
Tip kletke Polikarbonske Eurocage III Ehret (IVC) 
Stelja Lignocel ¾ 
Svetloba 12-urni dnevno-nočni ritem 
Temperatura Od 20 °C do 24 °C 
Relativna vlažnost Od 45 % do 65 % 
Izmenjava zraka 65-krat na uro 
Menjava stelje enkrat na teden 
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Slika 8: Uporabljene kletke z obogatitvijo in prezračevalni sistem IVC. 
3.1.3.2 Oskrba živali 
Živali so imele vodo in krmo vedno na razpolago. Za napajanje so imele na voljo 500-
mililitrsko stekleničko z demineralizirano vodo iz vodovodnega sistema, ki je bila mesečno 
analizirana za odsotnost kemikalij in bakterijskih agensov. Za krmo smo uporabili pelete 
»2018 Teklad global 18 % protein rodent diets« proizvajalca Envigo.  
Vsako miš smo označili s ušesnimi značkami. Vsaka značka je imela svojo številko. 
Kletke, v katerih so bile miši nastanjene, smo označili z identifikacijskimi ploščicami, ki so 
vsebovale informacije o: kodi študije, spolu, substanci in dozi, številki kletke in datumu 
injiciranja. 
3.1.3.3 Utemeljitev uporabe živih živali 
Študije na živih živalih so bistvenega pomena za preučevanje presnove zdravil in 
zagotavljajo pomembne podatke o bioloških, farmakoloških in toksikoloških učinkih, ki so 
bili odkriti pri živalih z namenom ekstrapolacije na človeka. Študije na živih živalih so 
potrebne za izpolnjevanje regulatornih zahtev. Število uporabljenih živali v magistrski 
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V preglednici 7 so navedena vsa potrebna dovoljenja za izvajanje poskusov na živalih. 
Poskuse na živalih je izvajalo ustrezno izobraženo in usposobljeno osebje. Dokumentacija 
se hrani na oddelku Biološka kontrola, Lek d.d.. 
Preglednica 7: Dokumentacija za izvajanje poskusov na živalih. Legenda: VURS (Veterinarska uprava 
Republike Slovenije), UVHVVR (Uprava Republike Slovenije za varno hrano, veterinarstvo in varstvo 
rastlin 
Številka dokumenta Izdajalec dokumenta Vsebina Datum izdaje 
323-02-117/2005 VURS Dovoljenje za rejo živali in izvajanje 
poskusov na živalih 
22.06.2006 
U34401-26/2013/13 UVHVVR Dovoljenje za izvajanje poskusov na 
živalih 
27.11.2013 
U34401-26/2013/26 UVHVVR Dopolnilno dovoljenje za izvajanje 
poskusov na živalih 
19.02.2014 
157 (Priloga A) Univerza v Ljubljani, 
Medicinska fakulteta 
Certifikat za izvajalca poskusov na 
živalih 
22.12.2016 
U34401-26/2013/67 UVHVVR Kot oskrbovalec in izvajalec poskusov 
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3.2 METODE DELA 
3.2.1 Priprava medijev in raztopin 
3.2.1.1 Koncentrirana raztopina barvila tiazol oranžno (1 mg/ml) 
Koncentrirana raztopina je raztopina s koncentracijo tiazol oranžnega 1 mg/ml.  
Na analitski tehtnici smo v digestoriju zatehtali 10 mg tiazol oranžnega. Desetmililitrsko 
stekleno bučko smo do polovice napolnili z metanolom, vanjo pa kvantitativno prenesli 
natehtano barvilo tiazol oranžno in premešali, da smo barvilo raztopili, nato pa dopolnili 
vsebino z metanolom do oznake ter dobro premešali. Iz 10 ml koncentrirane raztopine smo 
po 1 ml raztopine odpipetirali v dobro tesne HPLC-viale. Te smo nato ustrezno označili z 
nalepkami (datum priprave, rok uporabe, pogoji hranjenja). Vsebnike smo vstavili v 
ustrezno temno škatlo in shranili v hladilniku (2 C–8C), kjer je raztopina obstojna 6 
mesecev. 
3.2.1.2 Delovna raztopina barvila tiazol oranžno (0,1 µg/ml) 
Delovna raztopina ima koncentracijo 0,1 µg tiazol oranžnega/ml. Pripravili smo jo z 
redčenjem koncentrirane raztopine s fiziološko raztopino 1 : 10.000 tik pred začetkom 
postopka barvanja. 
Stomililitrsko bučko smo skoraj do oznake napolnili s fiziološko raztopino. Vanjo smo 
odpipetirali 10 µl koncentrirane raztopine tiazol oranžnega (1 mg/ml) in dopolnili do 
oznake s fiziološko raztopino ter raztopino dobro premešali. 
3.2.1.3 Priprava fiziološke raztopine s fosfat-albuminskim pufrom 
Zatehte za 1000 ml pufra: 
– 10,748 g Na2HPO4 x 12H2O (zatehta A) 
– 7,600 g NaCl (zatehta B) 
– 1,000 g BSA (zatehta C) 
 
Tehtnico smo najprej umerili in šele nato zatehtali reagente v ustreznih količinah na 
precizni tehtnici ter ladjice s posameznimi zatehtami postavili na stran. V merilno bučo 
(1000 ml) smo nalili približno 500 ml ultrafiltrirane in avtoklavirane vode, ki ne vsebuje 
entotoksinov, in vanjo kvantitativno prenesli zatehto A in raztapljali do raztopitve 
reagenta. Ko se je snov ustrezno raztopila, smo prenesli zatehto B in raztapljali do 
raztopitve reagenta. Nazadnje smo prenesli še zatehto C in raztapljali do raztopitve 
reagenta. Z ultrafiltrirano in avtoklavirano vodo smo dolili do oznake 1000 ml na merilni 
buči. 
 
Dobljeno raztopino smo filtrirali skozi sterilni filtrni nastavek z vodnim filtrom 0,2 µm v 
sterilizirano 1000-mililitrsko steklenico in jo prelili v ustrezno število steriliziranih 
erlenmajeric z aluminijastim pokrovom. Zaprt pufer smo hranili v hladilniku pri +2 °C do 
+8 °C do največ 3 mesece. Po odprtju posamezne erlenmajerice smo pufer porabili v istem 
dnevu in ostanek zavrgli. 
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3.2.1.4 Priprava fosforne kisline 
Fosforno kislino smo redčili z ultrafiltrirano in avtoklavirano vodo, ki je brez 
endotoksinov, v razmerju 1 : 10. To smo naredili tako, da smo v 8-mililitrsko plastično 
epruveto z zamaškom odpipetirali 5 ml ultrafiltrirane in avtoklavirane vode, ki je brez 
endotoksinov, in dodali 0,5 ml fosforne kisline. Razredčina je obstojna na sobni 
temperaturi največ 4 mesece. 
3.2.1.5 Priprava medija F 
Medij F je fiziološka raztopina s fosfat-albuminskim pufrom, ki smo jo uravnali na pH 7,2. 
Fiziološko raztopino s fosfat-albuminskim pufrom, ki smo jo predhodno pripravili in jo 
hranili v hladilniku, smo ogreli v inkubatorju na sobno temperaturo (24 °C). Na predhodno 
umerjenem pH-metru smo nato uravnali pH pufra (fiziološke raztopine s fosfat-
albuminskim pufrom) na 7,2 z uporabo redčene (1 : 10) fosforne kisline. Na približno 
100 ml pufra smo dodali približno 200 μl razredčene fosforne kisline in pufer premešali. 
Dodajanje razredčene fosforne kisline smo nadalje izvajali po kapljicah in po vsakem 
dodajanju smo medij F premešali. 
3.2.1.6 Priprava raztopine standarda BRP (10.000 IU/ml) in alikvotov  
Iz originalno pakiranega eritropoetinskega standarda BRP, ki smo ga hranili v 
zamrzovalniku pri temperaturi –20 °C, smo v kriovialah pripravili 250 µl alikvote po 
10.000 IU/ml in jih po pripravi ponovno zamrznili v zamrzovalniku pri –20 °C. 
Stekleničko z liofiliziranim standardom smo vzeli iz zamrzovalnika in pustili na sobni 
temperaturi vsaj 60 minut. Z enačbo (1) smo izračunali, koliko pufra (medij F) je bilo treba 
dodati k liofilizatu, da smo dobili končno koncentracijo 10.000 IU/ml. Po dodatku medija 
F smo vialo zaprli, enkrat nežno obrnili in pustili vsaj 15 minut, da se je liofilizat 
popolnoma raztopil.  
 
             
                  
            
 = Vmedij F                      … (1) 
 
Za test smo vedno uporabili zamrznjen 250 µl alikvot standarda s koncentracijo 
10.000 IU/ml, ki smo ga pred uporabo odtajali na sobni temperaturi in ga po odtaljevanju 
10-krat nežno obrnili.  
3.2.1.7 Priprava raztopin standarda za injiciranje (80 IU/ml) 
Po izračunih (2) in (3) je bilo potrebno izračunati, kolikšno mora biti redčenje standarda z 
medijem F, da smo dobili končno koncentracijo standardne raztopine 80 IU/ml. 
 
 Valikvot (10.000 IU/ml) + Vmedij F = Valikvot (1000 IU/ml) 
0,2 ml (10.000 IU/ml) + 1,8 ml medij F = 2 ml (1000 IU/ml)         … (2) 
 
 Valikvot (1000 IU/ml) + Vmedij F = Valikvot (80 IU/ml) 
 1,0 ml (1000 IU/ml) + 11,5 ml medij F = 12,5 (80 IU/ml)         … (3) 
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Raztopine za injiciranje smo pripravljali v sterilnih 100-mililitrskih in 25-mililitrskih 
steklenih čašah, ki so bile pred sterilizacijo pokrite z aluminijasto folijo, da ni prišlo do 
kontaminacij notranjosti čaše in notranjosti aluminijskega pokrova.Ustrezne količine 
medija F iz enačb (2) in (3) smo odpipetirali v sterilizirane čaše. Za volumne do 1 ml smo 
uporabljali pipeto, za volumne, večje od 1 ml, pa multipeto s sterilnim nastavkom, 
nastavljeno na pipetiranje pri nizki hitrosti. 
 
V prvem koraku (2) smo dodali pufru ustrezen volumen standarda (0,2 ml) in raztopino 10-
krat premešali z 1-mililitrsko pipeto. V drugem koraku (3) smo prenesli ustrezen volumen 
raztopine (pripravljene v prvem koraku (1 ml)) v naslednjo čašo s pufrom (11,5 ml) in 
raztopino 10-krat spremešali sterilno plastično pipeto pri nizki hitrosti. Za vsak prenos smo 
uporabili nov nastavek. Pripravljeno raztopino smo zložili na primeren pladenj in jo 
odnesli v laboratorij za injiciranje. Injiciranje smo izvedli čim prej po pripravi raztopin. 
3.2.1.8 Injiciranje raztopine standarda BRP (80 IU/ml) 
Živali po injiciranju nismo vznemirjali drugače kot s hranjenjem in menjavo nastilja. 
V vsaki kletki je bilo po 6 ali 12 živali (odvisno od izvedenega poskusa), od katerih je 
vsaka prejela odmerek 0,5 ml standarda BRP s koncentracijo 80 IU/ml. Za injiciranje smo 
uporabili brizgo in subkutano injicirali 0,5 ml standarda, ki smo ga pred polnjenjem brizge 
v čaši premešali. 
 
 
Slika 9: Primer subkutane aplikacije učinkovine (Perše, 2010). 
3.2.1.9 Pobiranje krvnih vzorcev 
Štiri dni po aplikaciji raztopine standarda BRP (80 IU/ml) smo živalim iz repne vene 
odvzeli določen volumen krvi (odvisno od potreb poskusa) in ga prenesli v ustrezno 
količino fiziološke raztopine (0,9 % NaCl), ki smo jo pred začetkom odvzema odpipetirali 
v volumsko ustrezne in označene epruvete. Razmerje krvi in fiziološke raztopine je bilo 12 
μl krvi/6 ml fiziološke raztopine. Pri pobiranju krvi smo bili pazljivi, da smo imeli rezilo 
skalpela vedno čisto in suho (skalpel smo pred vsako uporabo očistili z mokro krpico in 
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nato s suho krpico).Po dodatku vzorca krvi v fiziološko raztopino smo epruveto zamašili in 
z ročnim obračanjem premešali.  
 
Če odvzem iz repne vene ni bil izvedljiv, smo kri vzeli s kardialno punkcijo. Miši smo 
narkotizirali s CO2 in jim iz srca odvzeli 0,5 ml krvi v plastične mikrotejnerje, prevlečene z 
antikoagulantom EDTA. Te smo tudi ustrezno označili. Kri v mikrotejnerjih smo z 
obračanjem takoj dobro premešali, da se je EDTA raztopil v krvi, in tako preprečili 
strjevanje krvi. 
Krvnim vzorcem smo določili število retikulocitov na dan odvzema krvi. Vzorce krvi smo 
do analize hranili pri sobni temperaturi.  
 
  
Slika 10: Primer odvzema krvi iz repne vene z injekcijo (levo) in odvzem krvi s srčno punkcijo (desno) 
(Perše, 2010). 
3.2.2 Barvanje in štetje retikulocitov 
3.2.2.1 Postopek barvanja 
Vzorec smo barvali v 2 paralelkah, zato smo si označili tri 5-mililitrske sterilne 
polistirenske epruvete. Eno epruveto smo imeli za neobarvan vzorec (negativna kontrola), 
v katero smo najprej dali 0,5 ml fiziološke raztopine, dve pa za obarvan vzorec, v katero 
smo odpipetirali 0,5 ml delovne raztopine barvila tiazol oranžno. Z obračanjem epruvet z 
vzorci krvi (5-krat) smo kri premešali, nato pa v epruvete za neobarvan in dva obarvana 
vzorca odpipetirali po 0,5 ml vzorca krvi in rahlo premešali. 
3.2.2.2 Merjenje deleža retikulocitov na pretočnem citometru 
3.2.2.2.1 Ustvarjanje šablonskega dokumenta (template) za akvizicijo 
S programom CellQuest smo ustvarili datoteko z akvizicijskimi diagrami, ki je vsebovala 
standardni FSC/SSC točkovni diagram in histogram za FL1 (tiazol oranžno). Na FSC/SSC 
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diagramu smo ustvarili regijo R1, ki je zaobjemala eritrocite. Na histogramu FL1 
fluorescence smo aktivirali regijo R1 za vrata analize in vstavili marker analize M1. 
Določili smo, da so vrata akvizicije regija eritrocitov R1 (angl. Acquisition gate) in da se 
štetje zaključi, ko gre skozi ta vrata 30.000 dogodkov (angl. Collection criteria). V listo v 
analizi uporabljenih reagentov smo dodali tiazol oranžno.  
 
Slika 11: Točkovni diagram FSC/SSC z regijo, kjer so zajeti eritrociti in retikulociti. 
Določili smo nov panel, ki je obsegal 3 epruvete – 1. »neobarvano«, 2. in 3. pa »obarvan 
1« oz. »obarvan 2« – ter ga aktivirali in shranili. To šablonsko datoteko smo uporabljali za 
celotno eksperimentalno delo. 
3.2.2.2.2 Kontrola pretočnega citometra 
Pred začetkom merjenja je bilo treba opraviti dnevno umerjanje pretočnega citomera 
FACSCalibur. To smo naredili z uporabo kroglic CaliBRITE in programa FACSComp. 
Merjenje smo lahko nadaljevali, če so bili rezultati testa znotraj predpisanih mej. 
3.2.2.2.3 Merjenje  
Meritve smo izvajali v programu CellQuest, v katerem smo imeli šablonsko datoteko za 
pridobivanje rezultatov. Na pretočnem citometru smo vzpostavili take nastavitve, da smo 
dobili 99,9 % fluorescentnega FL1 (samo en parameter) signala neobarvanega vzorca v 
prvi dekadi. 
 
Za vsak posamezen test smo ustvarili novo mapo, ki nosi ime, sestavljeno iz številke testa 
in datuma merjenja. Ime posamezne datoteke je vsebovalo številko vzorca, čas inkubacije, 
30 
Kovač V. Optimizacija metode štetja mišjih retikulocitov za potrebe določanja in vivo biološke aktivnosti eritropoetina. 




ime testa, datum meritve in pripono »Tube number« uporabljenega panela (.001 za 
neobarvan vzorec, .002 in .003 za obarvana vzorca).  
Hitrost pretoka tekočine smo uravnali na nizki pretok (LOW) in pred vstavljanjem prvega 
vzorca 5 minut pustili teči demineralizirano vodo, nato pa še 1 minuto katerikoli 
neobarvani vzorec. Vzorec smo premešali s kratkim in nežnim vorteksiranjem in epruveto 
vstavili na mesto injiciranja vzorca (SIP). Morali smo počakati nekaj trenutkov, da je 
napetost vzorčenja (angl. Sample voltage) prekoračila vrednost 6,0 V, in šele nato začeli 
zajemati podatke. 
 
Slika 12: Primer neobarvanega vzorca (levo) in obarvanega vzorca (desno) kot rezultat po merjenju na 
pretočnem citometru 
Po opravljenih meritvah vseh vzorcev smo citometer takoj sprali, saj se tiazol oranžno 
močno oprijema sten cevk. 
3.2.2.3 Analiza vzorcev 
S programom CellQuest smo ustvarili dokument, ki vsebuje točkovni diagram FSC/SSC in 
tri histograme FL1 ter njihovo statistiko. V diagramu FSC/SSC in prvem histogramu smo 
prikazali meritev za neobarvan vzorec, v histogramu 2 in 3 pa paralelki obarvanega vzorca. 
V diagramu FSC/SSC smo okoli eritrocitov ustvarili regijo R1, ki pomeni vrata analize, na 
podlagi katerih smo oblikovali histograme. 
 
Histogram za neobarvan vzorec prikazuje šum aparata in avtofluorescenco eritrocitov. V 
histogram smo postavili marker analize (M1) tako, da smo zajeli približno 0,1 % 
populacije (okrog 30 dogodkov). Desni konec markerja pa smo nastavili tako, da v 
obarvanem vzorcu ni zajel visoko fluorescentnih limfocitov in NRBC. Isti marker smo 
vnesli v histograma obeh paralelk obarvanega vzorca in v oknu s statistiko odčitali 
odstotek retikulocitov. Odstotek retikulocitov je v posamezni paralelki predstavljal 
vrednost, ki smo jo dobili, ko smo od odčitane vrednosti za posamezno paralelko 
obarvanega vzorca odšteli odčitano vrednost za neobarvan vzorec.  
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3.2.2.4 Enofaktorska analiza variance (ANOVA) 
Enofaktorska analiza variance je statistična tehnika, s katero lahko primerjamo povprečja 
dveh ali več vzorcev. Za ničelno hipotezo ANOVE se uporablja statistična enakost vseh 
povprečij in vsi vzorci morajo biti vzeti iz iste populacije. Z F-testom v uporabljeni metodi 
primerjamo variance povprečij med skupinami vzorcev in variance povprečij znotraj 
vzorcev. 
 
Iz dobljenih meritev pri analitskem procesu smo najprej sestavili več skupin. Ničelno 
hipotezo smo zastavili tako, da so pri upoštevanem tveganju (α = 0,05) bila povprečja v 
skupinah vzorcev statistično enaka. S testom ANOVA smo še posebej pridobili statistične 
izračune za posamezne skupine (enačbe (4), (5) in (6)).  
 
Analiza ANOVA je sestavljena iz večih statističnih izračunov, ki smo jih predstavili v 
tabelarni obliki.  
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Preglednica 8: Primer preglednice enofaktorne analize varianc. Legenda: SS (vsota kvadrantov), df (stopnje 
prostosti), MS (povprečje kvadrantov) 
Povzetek     
Skupine Število Vsota Povprečje Varianca  
Skupina i    (4) (5) (6)  
Skupina j    (4) (5) (6)  
ANOVA      
Izvor variacije SS df MS F F krit 
Med skupinami (7) (9) (11) (13) (14) 
Znotraj skupin (8) (10) (12)   
Za potrditev ničelne hipoteze, da med skupinami ni statističnih razlik, je treba upoštevati 
enačbo (15), pri kateri za Fkrit upoštevamo, da je       , ps1 in ps2 pa stopnji prostoti. 
 
                                             … (15) 
3.2.3 Farmakodinamična študija  
3.2.3.1 Prvi del farmakodinamične študije 
Namen prvega dela študije je bil ugotoviti, v katerem dnevu po injiciranju substance je 
delež retikulocitov v krvnem vzorcu največji. Študija je potekala na 12 miših, od katerih 
smo šestim subkutano injicirali 0,5 ml referenčnega standarda rHuEpo s koncentracijo 80 
IU/ml, preostalim 6 pa smo injicirali 0,5 ml fiziološke raztopine s fosfat-albuminskim 
pufrom, ki je služila kot placebo.  
 
Mišim smo prvič vzorčili kri tri dni pred samo aplikacijo substance, potem pa v dnevu pred 
aplikacijo in nato vsak dan do 8. dneva. Po 8. dnevu smo še dvakrat vzorčili kri, prvič v 14. 
dnevu in nato še 19. dan. Vzorčeno kri smo isti dan obarvali z barvilom tiazol oranžno in 
jo analizirali na pretočnem citometru. 
 
V času trajanja študije smo dnevno preverjali težo miši in zapisovali klinična opažanja. 
3.2.3.2 Drugi del farmakodinamične študije 
Namen drugega dela študije je bil ugotoviti, točno v kateri uri je delež retikulocitov 
največji v krvnem vzorcu po injiciranju substance. Rezultati iz prvega dela študije so nam 
služili za določitev dneva, v katerem se ta pojav zgodi. Raziskava je prav tako potekala na 
12 miših,od katerih smo šestim injicirali 0,5 ml referenčnega standarda rHuEpo s 
koncentracijo 80 IU/ml, preostalim 6 pa smo injicirali 0,5 ml fiziološke raztopine s fosfat-
albuminskim pufrom, ki je služila kot placebo. 
 
Mišjo kri smo vzorčili najprej pri 93. uri po injiciranju in nato na vsako uro vse do 98. ure. 
Takoj po vzorčenju smo kri obarvali z barvilom tiazol oranžno in jo analizirali na 
pretočnem citometru. 
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3.2.4 Robustnost analitske metode štetja retikulocitov 
3.2.4.1 Vpliv časa inkubacije z barvilom tiazol oranžno na delež retikulocitov 
V poskusu je bilo uporabljenih 6 miši, ki so bile pred tem tretirane z 0,5 ml BRP 80 IU/ml. 
Posamezni miši smo iz repne vene odvzeli 24 μl polne krvi in jo v razmerju 1 : 500 redčili 
z 12 ml fiziološke raztopine. 10 × 0,5 ml redčene krvi smo barvali z 10 × 0,5 ml delovne 
raztopine barvila tiazol oranžno, 10 × 0,5 ml redčene krvi pa smo redčili z 10 × 0,5 ml 
fiziološke raztopine. Te vzorce smo uporabili za negativno kontrolo.  
 
Prvo negativno kontrolo in obarvan vzorec smo na pretočnem citometru pomerili po 
10 minutah inkubacije. V ustreznem časovnem razmaku so si sledili še preostali vzorci. 
Zadnjih nekaj vzorcev smo pomerili pri 150. minuti.  
3.2.4.2 Vpliv svetlobe na delež retikulocitov 
3.2.4.2.1 Robustnost barvila tiazol oranžno 
3.2.4.2.1.1 Robustnost koncentrirane raztopine tiazol oranžno 
 
Štiri viale s koncentrirano raztopino barvila tiazol oranžno (1 mg/ml) smo inkubirali v 
hladilniku (2 °C–8 °C) s steklenimi vrati. Tako smo omogočili, da so bile raztopine 
inkubirane pod stalno svetlobo. Prva raztopina je bila inkubirana 24 ur, vsaka naslednja pa 
še dodatnih 24 ur. Tako je bil najdaljši čas inkubacije koncentrirane raztopine 96 ur. Kot 
kontrolo smo imeli koncentrirano raztopino, inkubirano v hladilniku s svetlobno 
neprepustnimi vrati.  
 
Šestim mišim, ki smo jim injicirali 0,5 ml BRP 80 IU/ml, smo 4 dni po injiciranju 
raztopine iz repne vene odvzeli 16 μl krvi in jo s fiziološko raztopino redčili v razmerju 1 
: 500. Iz vsake različno dolgo svetlobi izpostavljene koncentrirane raztopine barvila tiazol 
oranžno smo najprej naredili delovno raztopino in šele z delovno raztopino obarvali 
6 različnih redčenih mišjih krvnih vzorcev. Po 30 minutah in po 60 minutah inkubacije v 
temi smo na pretočnem citometru obarvanim vzorcem pomerili delež obarvanih 
retikulocitov. 
3.2.4.2.1.2 Robustnost delovne raztopine tiazol oranžno 
Na posamezne zatemnjene mikrotitrske plošče smo v 3 ponovitvah (tripletih) nanesli 150 
μl delovne raztopine tiazol oranžno. Eno mikrotitrsko ploščo smo izpostavili sončni 
svetlobi v laboratoriju, drugo mikrotitrsko ploščo pa smo pokrili z aluminijasto folijo. 
Tripletu zapolnjenih luknjic na mikrotitrski plošči smo na čitalniku mikrotitrskih plošč 
pomerili intenziteto fluorescence v časovnih intervalih, približno v razmiku 3 do 5 minut. 
Prvi triplet smo pomerili po 5 minutah inkubacije, ki je za nas predstavljala čas 0, 
preostalih 9 tripletov pa smo pomerili v časovnih intervalih vse do 40. minute.  
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3.2.4.2.1.3 Robustnost obarvanega krvnega vzorca 
V 7-mililitrski falkonki smo zmešali 3 ml redčenega krvnega vzorca (1 : 500), ki smo ga 
predhodno pripravili iz odvzetega krvnega vzorca netretirane miši, z enakim volumnom 
delovne raztopine tiazol oranžnega in falkonko rahlo premešali. Iz suspenzije smo v 
12 tripletov odpipetirali po 150 μl krvnega vzorca z barvilom. Od tega smo eno ploščo 
inkubirali pri naravni svetlobi, drugo pa pokrili z aluminijasto folijo.  
 
Prvemu tripletu smo na čitalniku mikrotitrskih plošč pomerili intenziteto fluorescence po 
10 minutah inkubacije, preostalih 11 pa v časovnih intervalih vse do 150. minute 
inkubacije. 
 
3.2.4.2.2 Različni svetlobni pogoji inkubacije 
 
V poskusu smo imeli 6 tretiranih (0,5 ml BRP 80 IU/ml) in 6 netretiranih miši. Vsaki miši 
smo iz repne vene odvzeli 14 μl krvi in jo v razmerju 1 : 500 redčili s 7 ml fiziološke 
raztopine. Redčene vzorce smo obarvali z delovno raztopino barvila tiazol oranžno in jih 
pustili inkubirati 60 minut pri naslednjih pogojih: 
– pokriti z aluminijasto folijo, 
– pokriti z aluminijasto folijo in shranjeni v omari, 
– nepokriti in izpostavljeni naravni svetlobi, 
– nepokriti in izpostavljeni rumeni svetlobi. 
Po 60 minutah inkubacije smo vzorcem na pretočnem citometru pomerili delež obarvanih 
retikulocitov. 
3.2.4.2.3 Vpliv vorteksiranja na delež retikulocitov 
3.2.4.2.4 Vpliv vorteksiranja med inkubacijo na delež retikulocitov 
V poskusu smo uporabili 6 predhodno tretiranih miši (0,5 ml BRP 80 IU/ml). Posamezni 
miši smo iz repne vene odvzeli 16 μl krvi in jo v razmerju 1 : 500 redčili z 8 ml fiziološke 
raztopine. Redčene krvne vzorce smo obarvali z delovno raztopino barvila tiazol oranžno 
in jih pustili inkubirati v temi 60 minut. 
 
V času inkubacije (60 minut) smo določene vzorce vorteksirali eno sekundo na srednji 
hitrosti. Za kontrolo smo uporabili nevorteksiran vzorec, najbolj vorteksiran vzorec pa smo 
vorteksirali 12-krat. Pomagali smo si s preglednico 9 v nadaljevanju. 
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Preglednica 9: Prikaz števila vorteksiranj posameznega vzorca. X označuje, kdaj je je bil vzorec vorteksiran. 
Čas Paralelka       
 1 2 3 4 5 6 7 
10 min       X 
14 min       X 
18 min      X X 
22 min      X X 
26 min     X X X 
30 min     X X X 
34 min     X X X 
38 min     X X X 
42 min    X X X X 
46 min    X X X X 
50 min   X X X X X 
60 min  X X X X X X 
3.2.4.2.5 Vpliv vorteksiranja po inkubaciji na delež retikulocitov 
V poskusu smo uporabili 6 predhodno tretiranih miši (0,5 ml BRP 80 IU/ml). Posamezni 
miši smo iz repne vene odvzeli 16 μl krvi in jo v razmerju 1 : 500 redčili z 8 ml fiziološke 
raztopine. Redčene krvne vzorce smo obarvali z delovno raztopino barvila tiazol oranžno 
in jih pustili inkubirati v temi od 30 minut do 120 minut.  
 
Prvi set krvnih vzorcev (negativna kontrola in dva obarvana vzorca) smo po 30 minutah 
inkubacije na pretočnem citometru najprej pomerili brez vorteksiranja (nevorteksiran 
vzorec). Nato smo isti set krvnih vzorcev še enkrat pomerili na pretočnem citometru, 
vendar smo jih pred merjenjem enkrat rahlo vorteksirali (enkrat vorteksiran vzorec). 
Preostale vzorce smo pomerili po časovnih točkah vse do 120-minutne inkubacije.  
3.2.4.3 Primerjava med dvema barviloma tiazol oranžno 
3.2.4.3.1 Primerjava med laboratorijsko pripravljenim barvilom in komercialno 
pripravljenim barvilom Retic-Count 
V poskusu smo uporabili 10 netretiranih miši in vsaki iz repne vene odvzeli 20 μl krvi.  
2 × 5 μl polne krvi smo barvali:  
– 5 μl polne krvi + 1 ml Retic-Count, 
– 5 μl polne krvi + 1 ml delovne raztopine barvila tiazol oranžno. 
Preostalih 10 μl polne krvi pa smo redčili v razmerju 1 : 500 s 5 ml fiziološke raztopine. 
Redčeno kri smo obarvali po naslednjih korakih: 
– 0,5 ml redčene krvi (1 : 500) + 1 ml Retic-Count, 
– 0,5 ml redčene krvi (1 : 500) + 0,5 ml delovne raztopine barvila tiazol oranžno, 
– 6 × 0,5 ml redčene krvi (1 : 500) + 6 x 0,5 ml fiziološke raztopine (neobarvan). 
Po 30 minutni inkubaciji v temi smo vzorce analizirali na pretočnem citometru. 
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3.2.4.3.2 Vpliv različnih koncentracij krvi na delež obarvanih retikulocitov 
Uporabili smo 6 miši, ki smo jim predhodno injicirali 0,5 ml BRP 80 IU/ml. Vsaki miši 
smo iz repne vene odvzeli 35 μl krvi.  
2 × 5 μl polne krvi smo barvali: 
– μl polne krvi + 1 ml Retic-Count, 
– μl polne krvi + 1 ml delovne raztopine barvila tiazol oranžno. 
Iz 25 μl polne krvi smo s fiziološko raztopino naredili serijske redčine. 
Preglednica 10: Načrt redčitev polne krvi 
Vkri Vfiziološka raz. Redčitev 
25 μl (polna kri) 2,5 ml 1 : 100 
1 ml (1 : 100) 5 ml 1 : 500 
1,5 ml (1 : 500) 1,5 ml 1 : 1000 
1 ml (1 : 1000) 1 ml 1 : 2000 
 
Iz vsake redčine smo 0,5 ml redčenega krvnega vzorca pobarvali z 1 ml barvila Retic-
Count ali pa z 0,5 ml delovne raztopine barvila tiazol oranžno; 0,5 ml vsake redčine pa 
smo uporabili kot neobarvan vzorec. Po 30 minutah inkubacije v temi smo vzorce 
analizirali na pretočnem citometru. 
3.2.4.3.3 Vpliv antikoagulanta EDTA na delež obarvanih retikulocitov 
Šest miši, ki smo jih uporabili v poskusu »Vpliv različnih koncentracij krvi na delež 
obarvanih retikulocitov«, smo uporabili v tem poskusu. Tokrat smo jim kri vzeli s srčno 
punkcijo. 
 
Za odvzem krvi s srčno punkcijo smo naprej miš anestezirali v komori CO2, jo položili na 
hrbet in vpeli v stojalo. Nato smo z injekcijo skozi medrebrni prostor terminalno odvzeli 
kri iz srčnega ventrikla. Odvzeli smo vsaj 35 μl polne krvi in jo iz injekcije vbrizgali v 0,5-
mililitrsko epico, ki je bila premazana z antikoagulantom EDTA.  
Sledilo je enako barvanje in redčenje kot v poskusu »Vpliv različnih koncentracij krvi na 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 FARMAKODINAMIČNA ŠTUDIJA 
4.1.1 Rezultati prvega dela farmakodinamične študije 
Ker je v sam proces nastanka rdečih krvnih celic vpletenih veliko mehanizmov 
diferenciacije pluripotentnih hematopoetskih matičnih celic, lahko spremljamo veliko 
hematoloških parametrov. Število retikulocitov, rdeče krvne celice in hemoglobin so 
kvantitativni pokazatelji kompleksnega delovanja eritropoetina. 
 
Na podlagi farmakopejskega predpisa o izvajanju biološkega testa aktivnosti eritropoetina 
(Europeian pharmacopoeia, 2010 in United States pharmacopeia, 2018) je treba vzorčenje 
izvajati 4. dan po aplikaciji učinkovine, in ker je zelo malo farmakodinamičnih študij 
narejenih na mišjem modelu, smo se odločili preveriti, kdaj je delovanje eksogenega EPO 
največje. 
 
Osnovno študijo smo načrtovali do 8. dneva po injiciranju substance, z vsakodnevnim 




Slika 13: PD-profil referenčnega standarda EPO 80 IU/ml. Ob 8. dnevu (siva črta) smo trem miškam s srčno 
punkcijo punkcijo odvzeli kri in jo analizirali na hematološkem analizatorju. Enako se je zgodilo z drugimi 
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Slika 14: PD-profil za placebo učinek (injicirana fiziološka raztopina s fosfat-albuminskim pufrom). Ob 8. 
dnevu (siva črta) smo trem miškam s srčno punkcijo odvzeli kri in jo analizirali na hematološkem 
analizatorju. Enako se je zgodilo z drugimi tremi miškami ob 19. dnevu. 
 
Rezultati na slikah 13 in 14 kažejo, da so vse miši pred aplikacijo učinkovine imele 
podobno začetno število retikulocitov (od 2,5 % do 4 %). Pri injiciranem referenčnem 
standardu (slika 13) je po pričakovanju delež naraščal do 4. dne, nato pa je začel padati do 
6. dne. V 7. in 8- dnevu je bil spet opažen porast deleža retikulocitov predvsem zaradi 
delovanja endogenega EPO, kar lahko pojasnimo kot placebo učinek. 
 
Pri placebu (slika 14) pa smo videli naraščanje deleža retikulocitov vse do 8. dne, ampak 
ne zaradi delovanja placeba, temveč najverjetneje zaradi delovanja endogenega EPO. Woo 
in sodelavci (2006) so izvajali farmakodinamične in farmakokinetične študije (PD in PK) 
na podganah in opozarjajo, da zaradi prekomernega vzorčenja krvi lahko naravno 
stimuliramo eritropoezo. Tako so rezultati poskusa nenatančni, saj prikazujejo napačne 
posledice delovanja eksogenega rHuEPO. Zato uporaba majhnih živali, kot so miši in 
podgane, ni priporočljiva za daljše farmakokinetične in farmakodinamične študije rHuEPO 
(Woo, 2006). 
 
Odločili smo se, da za 6 miši (3 miši, injicirane s standardom, in 3 miši, injicirane s 
placebom) poskus podaljšamo še do 19. dneva, s tem da smo prekinili vsakodnevno 
vzorčenje krvi in vzorčili kri le ob 14. dnevu in zadnjemu dnevu poskusa (19. dan).  
 
Zadnji oziroma 19. dan po aplikaciji so se deleži retikulocitov tako s substanco injiciranih 
miši kot tudi s placebom injiciranih miši približali bazalnemu nivoju (od 3,2 % do 4,6 %), 
izjema je ena miš, pri kateri je bil opazen porast iz 14. do 19. dne (7,9 %). Potrdimo lahko, 
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Po 8. in 19. dnevu smo polovici živali s srčno punkcijo pobrali kri in jo analizirali na 
hematološkem analizatorju Sysmex XT2000i. Zanimale so nas predvsem hematološke 
vrednosti, povezane z anemijo. To so rdeče krvne celice (RBC), hemoglobin (HGB), 
hematokrit (HCT), povprečen korposkularni volumen (MCV), povprečen korposkularni 
hemoglobin (MCH) in povprečna korpuskularna koncentracija hemoglobina (MCHC) in 
seveda delež retikulocitov (RET%).  
 
 
Slika 15: Rezultati hematoloških krvnih analiz. A in B sta z BRP tretirani miši, C in D pa so s placebom 
tretirane miši. Mišjo kri A in C smo analizirali 19. dan študije, B in D pa 8. dan. Legenda: bele krvne celice 
(WBC), rdeče krvne celice (RBC), hemoglobin (HGB), HCT (hematokri), poveprečen korposkularni 
volumen (MCV), povprečen korposkularni hemoglobin (MCH), povprečna korposkularna koncentracija 
hemoglobina (MCHC), krvne ploščice (PLT), delež retikulocitov (RET%), število retikulocitov (RET#). 
Iz hematoloških parametrov, ki so prikazani na sliki 15, smo razbrali naslednje: 
– med krvnima slikama z BRP injiciranih miši (slika 15, A in B) ni bilo nobenih 
vidnih razlik; 
– miši, injicirane s placebom, so po 8. dnevu (slika 15, D) imele parametre RBC, 
HGB in HCT zelo nizke. Tudi delež retikulocitov v krvnem vzorcu je bil zelo visok 
(13,30 %) zaradi konstantnega jemanja krvi iz repne vene. Ti parametri so glavni 
pokazatelji anemije; 
– krvna slika miši, injiciranih s placebom, se je po 19. dnevu normalizira (slika 15). 
Predvidevamo, sa so retikulociti uspešno dozorevali v zrele eritrocite. Vrednosti so 
bile v mejah normale, tudi retikulociti so se bližali bazalnemu nivoju. 
 
Po krvni analizi na hematološkem analizatorju smo potrdili, da smo z dnevnim vzorčenjem 
v več zaporednih dneh mišim povzročili anemijo. 
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Poudariti je treba, da smo pred izvedbo prvega dela farmakodinamične študije v skladu z 
načeli za dobrobit živali ustrezno preračunali, kolikšen volumen krvi je dovoljeno vzeti 
miši. Na podlagi teoretičnih izračunov volumnov smo pripravili ustrezen protokol. 
Izkazalo se je, da smo pri nekaterih krvnih odvzemih odvzeli večji volumen krvi, kot pa 
smo ga teoretično izračunali.  
 
Da bi preverili, ali se je delež retikulocitov v krvnih vzorcih povečal zaradi staranja 
(19 dni), smo s hematološkim analizatorjem Sysmex XT-2000i pomerili neredčeno kri isto 
starih miši iz istega soja, kot so bile miši, uporabljene v poskusu. Izmerili smo enako 
število retikulocitov med mišmi v poskusu pred samim injiciranjem in netretiranimi mišmi. 
Povečanje hematopoetskih zmožnosti med staranjem so ovrgli tudi Schofield in sodelavci 
(1986). V poskusu so imeli skupino B6D2F1 mladih miši, starih od 9 tednov do 11 tednov, 
ter starejše miši, stare 2 leti in več. Na podlagi hematoloških parametrov celic kostnega 
mozga niso našli nobenih razlik v številu matičnih celic med različno starimi mišmi 
(Schofield, 1986). 
 
V času trajanja študije smo pred vsakim pobiranjem krvnih vzorcev iz repne vene živali 
stehtali. Padec vrednosti mase med poskusom za 10 % bi pomenil takojšnjo izključitev 
živali iz poskusa. 
 
 
Slika 16: Masa miši med študijo. V dnevu –5 smo miši prvič stehtali in tehtanje nadaljevail pred vsakim 
pobiranjem krvnih vzorcev. 
Mase živali so od prvega pobiranja krvi naraščale (slika 16). Dan po prvem pobiranju smo 
opazili zmanjšanje telesne mase, kar bi lahko pripisali stresu ob izvajanju odvzema krvi. 
Ko smo kri vsakodnevno vzorčili, nismo opazili velikih sprememb v sami masi. Nato pa 
smo kri pobrali po večdnevnem premoru in opazili konstanten prirastek k masi. S 
primerjavo z rastno krivuljo, ki jo navaja proizvajalec (Growth curve B6D2F1/JRccHsd 
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4.1.2 Rezultati drugega dela farmakodinamične študije 
Iz prvega dela študije smo ugotovili, da se največji delež retikulocitov pojavi 4. dan po 
injiciranju standarda BRP. Iz teh ugotovitev smo zasnovali nov poskus z vzorčenjem krvi 
na vsako uro samo v 4. dnevu, in sicer z namenom, da bi ugotovili, ob kateri uri 4. dne 
dobimo največji delež retikulocitov. 
 
 
Slika 17: PD-profil vzorca BRP (modro) in placeba (rdeče), merjenega 4. dan po injiciranju vzorca (od 93. 
ure vse do 98. ure). 
Miši, ki smo jim injicirali rHuEPO, so imele trikrat višje vrednosti retikulocitov kot miši, 
ki smo jim injicirali placebo. Uporaba placeba v tem poskusu ni bila mišljena za 
dokazovanje učinkovitosti eritropoetina. Zaradi večkratnega vzorčenja krvi iz prvega dela 
farmakodinamične študije smo se hoteli prepričati, da se ne bi tudi v drugem delu 
omenjene študije delež retikulocitov povečal zaradi delovanja endogenega EPO. S slike 17 
smo razbrali, da do tega pojava ni prišlo. 






























BRP 80 IU/ml placebo 
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Preglednica 11: Statistične razlike med učinkovitostjo obarvanja krvnih vzorcev, pobranih ob različnih urah 
Povzetek     
Skupine Število Vsota Povprečje Varianca  
93 ur 6 56,83 9,47 0,074  
94 ur 6 54,62 9,10 0,040  
95 ur 6 54,78 9,13 0,042  
96 ur 6 55,85 9,31 0,117  
97 ur 6 55,43 9,24 0,241  
98 ur 5 45,86 9,17 0,281  
ANOVA      
Vir variacije SS df MS F F krit 
Med skupinami 0,557 5 0,111 0,874 2,545 
Znotraj skupine 3,697 29 0,127 
   
Pri stopnji zaupanja (α = 0,05) ni statistično značilnih razlik med deleži retikulocitov, 
vzorčenih od 93. ure vse do 98. ure. 
4.2 REZULTATI ROBUSTNOSTI METODE  
4.2.1 Rezultati vpliva časa inkubacije z barvilom tiazol oranžno na delež 
retikulocitov 
4.2.1.1 Ustrezna obarvanost vzorcev zahteva vsaj 30 minut inkubacije 
Po barvanju vzorčene krvi je sledila inkubacija vzorca. Lee in sodelavci (1986) trdijo, da je 
inkubacijska doba najbolj učinkovita po 60 minutah inkubacije. Rezultati pri časovni 
inkubaciji pri 30 minutah in 90 minutah so bili slabši, vendar primerljivi s tistimi pri 60 
minutah (Lee in sod., 1986). 
 
S stališča analitike je bilo pomembno ugotoviti, v kolikšnem času se vse barvilo veže na 
nukleinske kisline in kako dolgo je ta vez obstojna. S poznavanjem teh dejstev smo lahko 
prepričani, da smo analitski postopek izvedli ustrezno. 
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Slika 18: Obarvanost krvnega vzorca med 150-minutno inkubacijo v odstotkih. 
Odstotkovne vrednosti so bile izračunane na podlagi povprečja 6 meritev (deležev 
retikulocitov) posameznih vzorcev v posamezni časovni točki. Vzorec z najvišjim deležem 
retikulocitov pri dani časovni točki je predstavljal 100-odstotno obarvanost.  
S slike 18 smo ugotovili, da se velik delež barvila takoj veže na preostalo RNA v 
retikulocitu. Iz rezultatov (slika 18) smo razbrali, da je inkubacijska doba 30 minut dovolj 
za vezavo barvila in da je barvilo v vezani obliki obstojno vse do 150. minute.  
4.2.2 Rezultati določanja vpliva svetlobe na delež retikulocitov 
4.2.2.1 Barvilo tiazol oranžno je robustno 
4.2.2.1.1 Barvilo tiazol oranžno je v obliki delovne raztopine obstojno na svetlobi  
Barvilo tiazol oranžno samo po sebi zelo malo fluorescira, ampak ko se z visoko afiniteto 
veže na nukleinske kisline, tvori stabilni kompleks z molekulami. Takrat zaznamo tudi do 
1000-krat povečano intenziteto fluorescence (Deligeorgiev in Gadjev, 1995). 
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Slika 19: Intenziteta fluorescence delovne raztopine barvila tiazol oranžno, inkubirane pod naravno svetlobo. 
 
Slika 20: Intenziteta fluorescence delovne raztopine barvila tiazol oranžno, inkubirane v temi. 
Mikrotitrske plošče smo merili do 40. minute, ker smo predpostavili, da v običajni analizi 
približno tako dolgo stoji delovna raztopina, preden z njo barvamo vzorec.  
Na analizatorju mikrotitrskih ploščic se je izkazalo, da barvilo samo po sebi fluorescira z 
visoko intenzivnostjo, okoli 5000 (slika 19 in 20). S primerjavo med delovno raztopino, 
inkubirano na dnevni svetlobi (slika 19) in pokrito z aluminijasto folijo (slika 20), nismo 
opazili bistvenih razlik. Pri inkubaciji na svetlobi je bila intenziteta svetlobe med 4500 in 
5500, v odsotnosti svetlobe pa je narasla tudi do 6500. V povprečju smo videli, da v obeh 
primerih intenziteta fluorescence zanemarljivo narašča. 
Povzamemo lahko, da svetloba ni imela vpliva na 40 minut inkubacije in da se barvilo v 
tem časovnem obdobju ni uničilo. 
 
Merjenje obarvanega krvnega vzorca je potekalo od 10. minute do 150. minute inkubacije. 
Po obarvanju krvnega vzorca z delovno raztopino barvila se je intenziteta zvišala na nekaj 
več kot 9000.  
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Slika 21: Intenziteta fluorescence obarvanega krvnega vzorca, inkubiranega pod naravno prisotno svetlobo. 
 
 
Slika 22: Intenziteta fluorescence obarvanega krvnega vzorca, inkubiranega v odsotnosti svetlobe. 
Opazili smo začetni porast fluorescence pri obarvanem vzorcu, inkubiranem v temi (slika 
22), ampak v celoti gledano sta si grafa za obarvani vzorec, izpostavljen svetlobi (slika 21), 
in obarvani vzorec v odsotnosti svetlobe (slika 22) podobna. Pri obeh smo opazili padec 
fluorescence, pri inkubaciji v temi je ta bil večji kot pri svetlobi izpostavljenem vzorcu, ki 
je skoraj linearen. Vendar sta po 150 minutah inkubacije oba dosegla isto povprečno 
vrednost fluorescence 8700. Še vedno pa je po 150 minutah inkubacije bila vrednost 
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intenzitete večja kot pa pri sami delovni raztopini, ne glede na to, ali je bil vzorec 
izpostavljeni svetlobi ali ne (8700 > 6500 > 5500). 
 
Z vseh štirih grafov smo razbrali, da rezultati po posameznih meritvah sinusoidno nihajo, 
kar lahko pripišemo aparaturi, ki se neprestano ogreva in ohlaja. Treba je poudariti, da smo 
nekatere vzorce večkrat pomerili oziroma obsijali s svetlobo. Zato dobljeni kvantitativni 
podatki sami po sebi niso relevantni, saj bi se ob večkratnem merjenju enega in istega 
vzorca barvilo lahko razgradilo oziroma bi razpadlo. Tudi sama koncentracija vzorca v 
luknjah mikrotitrske plošče se zaradi izhlapevanja vzorca spreminja. Pri merjenju so bili 
tudi opaženi nekateri maksimalni ekstremi, ki so nastali zaradi mehurčka pri pipetiranju.  
 
Ne glede na to, ali je barvilo vezano na nukleinske kisline ali ne, je bilo v danem časovnem 
okvirju stabilno. Med inkubacijo so se zgodile nekatere spremembe v fluorescenci, ki pa 
niso imele bistvenega vpliva na stabilnost barvila. 
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4.2.2.1.2 Barvilo tiazol oranžno je v koncentrirani obliki obstojno na svetlobi 
Kri vsake miši smo barvali s štirimi barvili, ki so v koncentrirani obliki bile različno dolgo 
izpostavljene svetlobi.  
 
 
Slika 23: Vpliv barvila tiazol oranžno, ki je bilo različno dolgo izpostavljeno dnevni svetlobi, na delež 
retikulocitov. 
Iz vrednosti na grafu (slika 23) nismo razbrali nobenega nihanja v učinkovitosti barvanja 
krvnega vzorca. Vrednosti deležev retikulocitov vzorcev so se gibali med 8 % in 9 % pri 
vseh meritvah. Za boljšo ovrednotenje smo izvedli statistično analizo ANOVA. 
 
Preglednica 12: Statistične razlike med učinkovitostjo obarvanja krvnih vzorcev s koncentiranim barvilom 
tiazol oranžno, izpostavljenega različno dolgo časa na svetlobi  
Povzetek     
Skupine Število Vsota Povprečje Varianca  
Brez svetlobe 6 51,06 8,51 0,139  
24 h svetlobe 6 50,21 8,37 0,160  
48 h svetlobe 6 49,92 8,32 0,051  
72 h svetlobe 6 50 8,33 0,009  
96 h svetlobe 6 50,25 8,37 0,037  
ANOVA      
Vir variacije SS df MS F F krit 
Med skupinami 0,138 4 0,034 0,435 2,759 


















































































































































Mišji krvni vzorec 
svetlobi neizpostavljen vzorec  24 h izpostavljen svetlobi 48 h izpostavljen svetlobi 
72 h izpostavljen svetlobi 96 h izpsotavljen svetlobi 
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Na podlagi rezultatov (preglednica 12) smo s statistično analizo ANOVA pri stopnji 
zaupanja p > 0,05 ugotovili, da ni statistično značilnih razlik med sposobnostjo obarvanja 
retikulocitov z različno dolgo časa svetlobi izpostavljenim barvilom tiazol oranžno (Fkrit > 
F). 
 
Fluoroforji naj bi bili občutljivi na svetlobo, zato proizvajalci fuorescenčnih barvil 
priporočajo shranjevanje takih reagentov na mestih, kjer niso izpostavljeni svetlobi. Z 
različno dolgimi časi izpostavljenosti koncentrirane raztopine barvila svetlobi smo 
pokazali, da je učinkovitost barvanja enaka za vse raztopine in da prisotnost svetlobe ne 
vpliva na učinkovitost barvila. 
4.2.2.2 Različni svetlobni pogoji inkubacije obarvanega vzorca ne vplivajo na delež 
retikulocitov 
Pri tem poskusu nas je predvsem zanimalo, kaj se dogaja z barvilom med inkubacijo pri 
različnih virih svetlobe. Vzorce smo inkubirali neposredno pod dnevno svetlobo, rumeno 
svetlobo, aluminijasto folijo in v predalu (popolna tema). Rumena svetloba (570 nm–590 
nm) ni zmožna eksitirati fluoroforja in posledično ni flourescence. Zato naj bi se kljub 
izpostavljenosti svetlobi učinkovitost barvila ohranila. Inkubacijo pod aluminijasto folijo 
smo v poskusu uporabili kot kontrolo, saj tak način inkubacije uporabljamo v rednih 
analizah za zaščito pred svetlobo, čeprav lahko aluminijasto folijo nehote rahlo pretrgamo 
in ustvarimo možnost prehoda svetlobnih žarkov. 
 
 




























































































































Alufolija Predal Rumena svetloba Naravna svetloba 
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Preglednica 13: Statistične razlike med učinkovitostjo obarvanja različnih svetlobno inkubiranih vzorcev. 
Povzetek     
Skupine Število Vsota Povprečje Varianca  
Aluminijasta folija 6 53,34 8,89 0,218  
Predal 6 54,28 9,05 0,236  
Rumena svetl. 6 55,37 9,23 0,398  
Naravna svetl. 6 56,077 9,34 0,217  
ANOVA      
Vir variacije SS df MS F F krit 
Med skupinami 0,722 3 0,241 0,901 3,099 
Znotraj skupine 5,347 20 0,267 
   
Na podlagi vrednosti na grafu (slika 24) smo opazili minimalne vizualne razlike. 
Statistična analiza ANOVA (p > 0,05) pa je pokazala (preglednica ,132), da med različnimi 
pogoji inkubacije ni statistično značilnih razlik (Fkrit > F). 
 
Zaradi močne vezave barvila na nukleinske kisline je barvilo v kompleksu dobro obstojno. 
Za samo inkubacijo vzorca izpostavljenost svetlobi nima vpliva na učinkovitost barvanja 
retikulocitov. 
4.2.3 Rezultati vpliva vorteksiranja na delež retikulocitov 
4.2.3.1 Vorteksiranje med inkubacijo vpliva na delež retikulocitov 
Za najvišjo vrednost deleža obarvanih retikulocitov vzorca smo predpostavili, da je prišlo 
do maksimalnega obarvanja vseh retikulocitov. Na podlagi te predpostavke smo razlike 
obarvanosti prikazali z grafom. 
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S slike 25 smo razbrali, da je, če smo vzorec na vorteksnem mešalu premešali samo enkrat, 
stopnja obarvanosti padla za 9,5 % in da je še naprej padala z vsakim nadaljnjim 
vorteksiranjem, in sicer vse do 83 % obarvanosti.  
 
Razliko med nevorteksiranim in enkrat vorteksiranim vzorcem lahko utemeljimo kot 
posledico posedanja krvnega vzorca na dno epruvete. Ker pretočni citometer vzorec 
zajema iz dna epruvete, ima zaradi posedanja večjo možnost, da zajame večje število 
obarvanih retikulocitov kot pri vzorcu po enkratnem mešanju na vorteksu. Vrednost deleža 
retikulocitov je stagnirala med enkratnim in štirikratnim vorteksiranjem, nato pa je bil z 
večanjem števila vorteksiranj opazen manjši padec. Ker barvilo potrebuje nekaj časa, da se 
primerno veže na preostalo RNA v retikulocitu, lahko s povzročanjem večkratnih 
mehanskih sil onemogočimo ustrezno vezavo ali pa nekatere molekule barvila celo 
uničimo. 
4.2.3.2 Vorteksiranje vzorca pred merjenjem vpliva na delež retikulocitov 
Obarvane vzorce smo ustrezno dolgo inkubirali v temi. Pred merjenjem na pretočnem 
citometru smo vzorec bodisi enkratno vorteksirali ali pa ga pustili nedotaknjenega. Za 
najvišji vrednosti deleža obarvanih retikulocitov vzorca smo predpostavili, da je prišlo do 
maksimalnega obarvanja vseh retikulocitov. Na podlagi te predpostavke smo razlike 
obarvanosti prikazali na sliki 26. 
 
 
Slika 26: Vpliv vorteksiranja na obarvanost krvnega vzorca med 120-minutno inkubacijo, prikazan v 
odstotkih. 
Med inkubacijsko dobo 30 minut in 120 minut je na sliki 26 opazen rahel porast v odstotku 
obarvanosti vzorca. Začetne vrednosti enkrat vorteksiranega vzorca so večje od 
nevorteksiranega vzorca, vendar sta po 70 minutah inkubacije in 90 minutah inkubacije 
vrednosti enaki. Po 90. minuti inkubacije sledi povečanje deleža nevorteksiranega vzorca.  
y = 0,0013x + 0,8473 
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Z enkratnim vorteksiranjem domnevno omogočimo boljšo vezavo barvila in zagotovimo 
homogenost vzorca. To lahko tudi razberemo iz enačbe premice (slika 26), saj je njen 
naklon skoraj dvakrat manjši od premice nevorteksiranega vzorca. Če pa vzorca ne 
vorteksiramo pred merjenjem, med inkubacijo krvne celice začnejo sedimentirati in 
dobimo večje vrednosti deležev retikulocitov.  
4.2.4  Rezultati primerjave med dvema barviloma tiazol oranžno 
4.2.4.1 Laboratorijsko pripravljeno barvilo in barvilo Retic-Count sta primerljiva 
Za barvanje krvnega vzorca z namenom določanja deleža retikulocitov se priporoča 
uporaba barvila tiazol oranžno. Na oddelku Biološka kontrola uporabljamo laboratorijsko 
pripravljeno barvilo tiazol oranžno, ki ima končno koncentracijo 0,1 μg/ml. Podjetje BD 
ponuja svoje barvilo tiazol oranžno pod imenom Retic-Count, ki ima končno koncentracijo 
10 μg/ml.  
Po navodilu proizvajalca je treba za barvanje z 1 ml komercialnega barvila Retic-Count 
pridobiti 5 μl polne krvi. Isti volumen polne krvi smo uporabili za barvanje z 1 ml delovne 
raztopine laboratorijsko pripravljenega barvila tiazol oranžno. Da je komercialno barvilo 
tudi učinkovito, ko barvamo redčeno kri, smo videli v predstavljenem poskusu. 
 
 























































































































Mišji krvni vzorec 
1 ml Retic-count + 5 μl polne krvi 1 ml TO + 5 μl polne krvi 
1 ml Retic-count + 0,5 ml redčene krvi 0,5 ml TO + 0,5 ml redčene krvi 
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Grafični prikaz vrednosti deleža retikulocitov v različno obarvanih krvnih vzorcih (slika 
27) nam pokaže razliko med barvanjem polne in redčene krvi.  
 
Preglednica 14: Statistične razlike med učinkovitostjo obarvanja polne krvi z različnima barviloma. 
Povzetek     
Skupine Število Vsota Povprečje Varianca  
1 ml Retic-Count + 
5 μl polne krvi 6 21,41 3,57 0,200 
 
1 ml TO  
+ 5 μl polne krvi  6 21,67 3,61 0,129 
 
ANOVA      
Vir variacije SS df MS F F krit 
Med skupinami 0,215 3 0,072 1,212 3,098 
Znotraj skupine 1,184 20 0,059 
   
S statistično analizo ANOVA (preglednica 14) je bila narejena primerjava med barvanjem 
polne krvi s komercialnim barvilom in laboratorijsko pripravljenim barvilom. Pri stopnji 
zaupanja p > 0,05 ni statistično značilnih razlik med barvanjem polne krvi.  
Preglednica 15: Statistične razlike med učinkovitostjo obarvanja redčene krvi z različnima barviloma 
Povzetek     
Skupine Število Vsota Povprečje Varianca  
1 ml Retic-Count 
+ 0,5 ml redčene 
krvi 6 
18,03 3,00 0,099  
0,5 ml TO  
+ 0,5 ml redčene 
krvi  6 
17,71 2,95 0,169  
ANOVA      
Vir variacije SS df MS F F krit 
Med skupinami 0,009 1 0,009 0,064 4,965 
Znotraj skupine 1,342 10 0,134 
   
Izkazalo se je, da je Retic-Count uspešen tudi pri barvanju redčene krvi. Analiza ANOVA 
(preglednica 15) je pokazala, da pri barvanju redčene krvi 1 : 500  z barvilom Retic-Count 
in laboratorijsko pripravljenim barvilom tiazol oranžno ni statistično značilnih razlik (Fkrit 
> F).  
 
Na podlagi analiziranih podatkov lahko trdimo, da je laboratorisjko pripravljeno barvilo 
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4.2.4.2 Redčitve krvi vplivajo na sposobnost barvanja retikulocitov 
Če je na razpolago zelo majhna količina krvi, jo je treba redčiti, da lahko zagotovimo 
zadostno število meritev ali ponovitev. Morali smo ugotoviti, katero barvilo boljše obarva 
majhno število retikulocitov, zato smo uporabili intaktno polno kri, ki smo jo redčili vse do 
redčitve 1 : 2000.  
 
 
Slika 28: Deleži retikulocitov v različnih redčitvah vzorcev, obarvanih z različnima barviloma tiazol oranžno 
S slike 28 je razvidno, da so vrednosti deležev retikulocitov večje pri barvanju polne krvi 
in krvi, redčene v razmerju 1 : 100 z laboratorijsko pripravljenim barvilom tiazol oranžno. 
Najbolj primerljive rezultate smo dobili pri redčitvi 1 : 500. Na sliki 32 se opazi, da so 
vrednosti deležev retikulocitov nekoliko večje pri barvanju z barvilom Retic-Count. 
Narediti smo morali statistično analizo ANOVA (preglednica 15). 
 
Preglednica 16: Statistične razlike med učinkovitostjo obarvanja 1 : 500  redčenih krvnih vzorcev z barvilom 
Retic-Count ali z laboratorijsko pripravljenim barvilom tiazol oranžno. 
Povzetek     
Skupine Število Vsota Povprečje Varianca  
1 ml Retic-Count + 
0,5 ml redčene krvi 
(1 : 500) 6 
6 57,25 9,542  
0,5 ml TO  
+ 0,5 ml redčene krvi 
(1 : 500) 6 
6 55,19 9,199  
ANOVA      
Vir variacije SS df MS F F krit 
Med skupinami 0,352 1 0,352 2,524 4,964 






























Delež retikulocitov Retic-Count (%) 
Polna kri 1 : 1 Redčena kri 1 : 100 Redčena kri 1 : 500 Redčena kri 1 : 1000 Redčena kri 1 : 2000 
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Iz rezultatov statistične analize ANOVA v preglednici 16 ne vidimo nobenih statistično 
značilnih razlik med obarvanjem krvi, redčene 1 : 500, z laboratorijsko pripravljenim 
barvilom tiazol oranžno in barvilom Retic-Count. Vsa nadaljnja redčenja (1 : 1000, 
1 : 2000) pa prikazujejo boljšo obarvanost z barvilom Retic-Count. 
 
Da bi ugotovili, kako se posamezno barvilo odraža z večanjem redčitve vzorca, smo vzeli 
najvišjo vrednost deleža retikulocitov pri posameznem barvanju in predpostavili, da ta 
vrednost predstavlja 100 %. Na podlagi te predpostavke smo nato primerjali deleže 
retikulocitov preostalih redčenj.  
 
 
Slika 29: Vrednosti obarvanosti posameznih redčitev vzorca, obarvanih z različnima barviloma, prikazane v 
odstotkih. Laboratorijsko pripravljeno barvilo (rdeča črta) in barvilo Retic-Count (modra črta). 
Slika 29 je pokazala, da se je z večanjem redčitve krvnega vzorca delež obarvanih 
retikulocitov zmanjševal pri obeh barvilih. Pri komercialnem barvilu Retic-Count je bil ta 
padec manjši kot pri laboratorijsko pripravljenem barvilu. Če imamo majhen volumen krvi 
in moramo narediti dosti ponovitev, je bolje uporabiti barvilo Retic-Count, saj bolje obarva 
majhne količine retikulocitov. 
 
Poleg slabšega obarvanja s komercialnim barvilom Retic-Count je obarvanje krvnega 
vzorca zahtevnejše, saj je v primeru protokola, ko imamo več paralelnih meritev, treba 
večkrat posebej odvzeti majhen (5 μl) krvni vzorec iz repne vene živali in ga razredčiti v 
barvilu. Ta postopek zahteva delo zelo izkušenega izvajalca. Tudi z ekonomskega stališča 
je komercialno barvilo v slabšem položaju v primerjavi z laboratorijsko pripravljenim 
barvilom. Vrednost komercialnega barvila za obarvanje 200 krvnih vzorcev stane 179 €, 
medtem ko 1 g barvila tiazol oranžno v prahu (približno za obarvanje 20.000 krvnih 
vzorcev) stane 176 €. Uporaba komercialnega barvila Retic-Count ima pa to prednost pred 
laboratorijsko pripravljenim barvilom tiazol oranžno, da se izognemo sami pripravi 
delovne raztopine in s tem možnim napakam med pripravo.  
y = -0,0373x + 1,0312 





























1 : 1            1 : 100  1 : 500  1 : 1000  1 : 2000 
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4.2.5 Uporaba antikoagulanta EDTA poda slabše rezultate od pričakovanih 
Antikoagulant EDTA potrebujemo, če polne krvi ne analiziramo takoj ali pa je treba kri 
transportirati na drug kraj, kjer se analize izvajajo. EDTA potrebujemo predsem takrat, 
kadar gre za večji volumen odvzema iz živali in je ta volumen treba ustrezno alikvotirati 
ali odpipetirati za analizo.  
 
 
Slika 30: Vpliv dodatka EDTA na delež retikulocitov v različno redčenih krvnih vzorcih. Prekinjena črta 
predstavlja premico x = y. 
S slike 30 je razvidno, da je v večini pomerjenih vzorcev delež retikulocitov višji tam, kjer 
ni bilo prisotnega antikoagulanta EDTA, kar se je posebej poznalo pri posameznih 
redčitvah. Ker pa dejansko v EDTA damo samo polno kri, nas je predvsem zanimalo, 
kakšna je obarvanost polne krvi z barvilom ob prisotnosti EDTA. Uporabili smo statistično 
analizo ANOVA pri p > 0,05 za vzorce, obarvane z obema barviloma. 
 
Preglednica 17: Statistične razlike med učinkovitostjo obarvanja krvnega vzorca s polno krvjo z dodatkom 
antikoagulana EDTA in brez njega. 
Povzetek     
Skupine Število Vsota Povprečje Varianca  
Brez EDTA 12 111,14 9,26 0,554  
Z EDTA  12 107,67 8,97 0,490  
ANOVA      
Vir variacije SS df MS F F krit 
Med skupinami 0,503 1 0,503 0,964 4,301 
Znotraj skupine 11,487 22 0,522 
































Delež retikulocitov brez EDTA (%) 
polna kri Retic-count polna kri TO 1 : 100 Retic-Count 1 : 100 TO 
1 : 500 Retic-Count 1 : 500 TO 1 : 1000 Retic-Count 1 : 1000 TO 
1 : 2000 Retic-count 1 : 2000 TO 
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Pri statistični primerjavi (preglednica 17) ni bilo opaženih nobenih statistično značilnih 
razlik (Fkrit > F) med obarvano polno krvjo, pobrano v EDTA-vialo, in obarvano polno 
krvjo brez dodatka antikoagulanta EDTA. Polna kri je v antikoagulantu EDTA še vedno 
intaktna in EDTA ne vpliva na delež obarvanih retikulocitov med analizo. Ko pa začnemo 
kri redčiti, so deleži obarvanih retikulocitov večji v primeru sveže krvi. Obstaja možnost, 
da se je nekaj krvi, preden se je EDTA v krvi raztopil, strdilo, kar je vplivalo na samo 
pipetiranje in redčenje krvi. 
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Iz predstavljenih rezultatov lahko povzamemo nekaj sklepov. 
 
1. Sklepi, ki se nanašajo na PD-profil rHuEPO 
– Največji delež obarvanih retikulocitov smo zaznali 4. dan po injiciranju substance 
rHuEPO. 
– Optimalno vzorčenje mišje krvi je bilo od 93 ur do 98 ur po injiciranju rHuEPO. 
Znotraj tega časovnega obdobja ni bilo razlik v deležu retikulocitov. 
– Zaradi zaporednega dnevnega vzorčenja krvi je endogeni EPO aktiviral naravno 
eritropoezo. To smo zaznali v placebo skupini 2. dan po injiciranju. 
– Zaradi večkratnih odvzemov krvi v kratkem obdobju je za pridobitev zanesljivih 
rezultatov treba farmakodinamično študijo izvesti na večjem modelnem organizmu 
(ali pa odvzeti manj krvi). 
– Tekom poskusa je teža živali priraščala in ni bilo vidnih kliničnih znakov bolezni. 
– Hematološka slika živali, ki smo jim injicirali rHuEPO, je bila po 8 dneh 
zaporednega vzorčenja v mejah normale, medtem ko je hematološka slika živali, ki 
smo jim injicirali placebo, nakazovala pojav anemije. 
 
Prvo hipotezo, »Optimalno vzorčenje mišje krvi za analitski test za preverjanje 
učinkovitosti eritropoetina je četrti dan po aplikaciji humanega rekombinantnega 
eritropoetina, saj je takrat delež retikulocitov v krvi najvišji«, smo potrdili. Delež 
retikulocitov je stalno naraščal do četrtega dneva po injiciranju substance, po tem dnevu pa 
je začel padati. 
 
2. Sklepi, ki se nanašajo na pogoje inkubacije obarvanega krvnega vzorca in svetlobne 
pogoje okolja, ki jim je bilo izpostavljeno barvilo tiazol oranžno 
– Obarvani krvni vzorci so bil primereni za analizo na pretočnem citometru po 30-
minutni inkubaciji in so ostali primerni vse do 150-minutne inkubacije. 
– Ni bilo opaznih razlik v intenziteti fluorescence med delovno raztopino, 
izpostavljeno temi ali svetlobi. Prav tako ni bilo razlik v intenziteti fluorescence 
med obarvanimi krvnimi vzorci, inkubiranimi v temi ali v prisotnosti svetlobe. 
– Koncentrirana raztopina barvila, ki je bila dlje časa izpostavljena svetlobi, je bila 
enako učinkovita pri barvanju kot koncentrirana raztopina barvila, inkubirana v 
temi. 
– Obarvani krvni vzorci, inkubirani pod različnimi svetlobnimi pogoji, so bili med 
seboj primerljivi. 
– Enkratno mešanje na vorteksnem mešalu je zaradi homogenizacije vzorca 
zaželeno, medtem ko se več kot enkratno mešanje odsvetuje. 
 
Drugo hipotezo, »Fluorescenčno barvilo tiazol oranžno, ki se uporablja v analitskem testu 
za preverjanje učinkovitosti eritropoetina, je občutljivo na svetlobo«, smo ovrgli. Ne glede 
na to, pod kakšnim svetlobnim pogojem smo inkubirali koncentrirano raztopino barvila ali 
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3. Sklepi, ki se nanašajo na primerjavo med laboratorijsko pripravljenim barvilom tiazol 
oranžno in komercialnim barvilom Retic-Count 
– Pri obarvanju retikulocitov v krvnih vzorcih se je pri polni krvi in krvi, redčeni v 
razmerju 1 : 100, bolje odrezalo laboratorijsko pripravljeno barvilo tiazol oranžno. 
– Pri obarvanju krvi, redčene 1 : 500, ni bilo vidnih statističnih razlik med barvanjem 
z različnima barviloma. 
– Pri obarvanju retikulocitov krvnih vzorcev s krvjo, redčeno 1 : 1000, in krvjo, 
redčeno 1 : 2000, se je komercialno barvilo Retic-Count izkazalo za boljše barvilo. 
 
Tretjo hipotezo, »V analitskem testu za preverjanje učinkovitosti eritopoetina sta 
komercialno barvilo Retic-Count in laboratorijsko pripravljeno barvilo tiazol oranžno 
enako učinkovita pri obarvanju retikulocitov v mišjem krvnem vzorcu«, smo potrdili, 
vendar smo opazili nekatere posebnosti pri barvanju različno redčene krvi. Od neredčene 
krvi do krvi, redčene 1 : 100, je bilo laboratorijsko pripravljeno barvilo tiazol oranžno 
učinkovitejše, medtem ko sta bili pri redčitvi 1 : 500 barvili primerljivi, z nadaljnjim 
redčenjem pa je prevladovala učinkovitost barvila Retic-Count. Treba je tudi upoštevati, da 
sta bila protokola za barvanje retikulocitov drugačna in da sta bili koncentraciji samega 
barvila različni.  
 
4. Sklepi, ki se nanašajo na uporabo antikoagulanta EDTA 
– Antikoagulant EDTA ne vpliva na delež retikulocitov vzorca polne krvi. 
– Do razlik v deležu retikulocitov med krvjo, inkubirano v EDTA, in svežo krvjo, je 
prišlo pri redčenju krvi. 
 
Četrto hipotezo, »Uporaba antikoagulanta EDTA ne vpliva na delež obarvanih 
retikulocitov v analitskem testu za preverjanje učinkovitosti eritropoetina«, smo ovrgli. 
Bolj ko smo kri, v kateri je raztopljen EDTA, redčili, manjši delež retikulocitov smo 
zaznali v primerjavi z redčeno svežo krvjo. Če pa za analizo krvnih vzorcev potrebujemo 
polno kri, potem je uporaba EDTA-vial priporočljiva. 
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Magistrska naloga je obsegala preučevanje učinkovine eritropoetin in njegove 
učinkovitosti ter ovrednotenje posameznih korakov v biološkem testu določanja 
učinkovitost EPO, zaradi katerih bi lahko prišlo do napačnih rezultatov v analizi, če bi bili 
izvedeni napačno. Veliko podjetij trži rekombinantno substanco eritropoetin kot zdravilo 
za zdravljenje različnih tipov anemij. Da zagotovijo varnost, učinkovitost in kakovost 
zdravila, je treba izvesti več vrst testiranj. Za ugotavljanje učinkovitosti zdravila 
eritropoetin se uporablja farmakopejsko predpisan in vivo biološki test. Izvaja se na 
normocitemičnih miših, ki se jim injicira EPO in referenčni EPO v različnih koncentracijah 
ter po štirih dneh analizira delež retikulocitov v krvi. S primerjavo rezultatov z referenčnim 
vzorcem se statistično dokaže, ali je testiran vzorec enako učinkovit kot referenčni vzorec. 
 
Ko uporabljamo in vivo analitske metode, se moramo zavedati, da je odziv živali na prejeto 
substanco individualen, na kar analitiki nimajo vpliva. Lahko pa s svojo natančnostjo v 
vsakem koraku postopka in poglobljenim razumevanjem analitske metode vplivajo na 
kakovost izvedbe metode. Posledično so analitski testi med seboj manj variabilni. 
 
V magistrski nalogi smo se ukvarjali predvsem s časom vzorčenja krvi po injiciranju EPO, 
z vplivom antikoagulanta na rezultate testiranja, s fluorescenčnim barvilom tiazol oranžno 
in njegovo robustnostjo pod različnimi svetlobnimi pogoji ter inkubacijo krvnega vzorca s 
tem barvilom. S farmakodinamično študijo smo pokazali, da je najbolj optimalno 
vzorčenje znotraj 93-urnega do 98-urnega časovnega okvirja. 
 
Barvilo tiazol oranžno se je izkazalo za zelo robustno, saj v vezani obliki na nukleinske 
kisline in v nevezani obliki ohranja svojo sposobnost fluoresciranja kljub izpostavljenosti 
svetlobi, ki naj bi negativno vplivala na barvilo. Z barvilom obarvane krvne vzorce je treba 
inkubirati vsaj 30 minut in jih pred analizo na pretočnem citometru rahlo zvorteksirati na 
mešalu, da zagotovimo homogenost vzorca.  
 
Uporaba komercialnega barvila Retic-Count se je izkazala za manj učinkovito pri barvanju 
krvnih vzorcev v primerjavi z laboratorijsko pripravljenim barvilom tiazol oranžno. Slabše 
obarvanje retikulocitov se je izkazalo pri polni krvi in stokrat redčeni krvi. Tudi 
antikoagulant EDTA je primeren le pri analizi polne krvi. 
 
S poglobljeno raziskavo o vzročenju krvi in postopku barvanja krvnega vzorca ter 
obvladovanjem vzorca in analizo smo pridobili podatke o kakovosti in ustreznosti in  vivo 
biološkega testa za dokazovanje učinkovitosti EPO, s čimer lahko zagotavljamo, da so 
rezultati analize kakovosti izdelka biološkega zdravila EPO skladni in veljavni. 
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PRILOGA A  
Certifikat za izvajanje poskusov na živalih. 
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 Rezultati deležev retikulocitov in statistični izračuni za posamezni dan vzorčenja mišje krvi 
  Dan vzorčenja          
Miš  0 1 2 3 4 5 6 7 8 14 19 
78 78 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 
 78 3,97 4,70 7,33 11,53 16,60 16,37 15,10 11,30 12,04 6,94 3,43 
 78 3,86 4,87 7,32 11,73 16,78 16,47 14,68 11,58 11,93 6,78 3,26 
 povprečje 3,815 4,685 7,225 11,530 16,590 16,320 14,790 11,340 11,885 6,760 3,245 
 SD 0,078 0,120 0,007 0,141 0,127 0,071 0,297 0,198 0,078 0,113 0,120 
 CV 0,020 0,026 0,001 0,012 0,008 0,004 0,020 0,017 0,007 0,017 0,037 
79 79 0,10 0,10 0,10 0,11 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 / / 
 79 2,48 3,08 6,18 9,39 10,77 8,39 6,02 5,68 5,99 / / 
 79 2,50 3,08 6,12 8,94 10,79 8,82 5,79 5,82 6,52 / / 
 povprečje 2,390 2,980 6,050 9,055 10,680 8,505 5,805 5,650 6,155 / / 
 SD 0,014 0,000 0,042 0,318 0,014 0,304 0,163 0,099 0,375 / / 
 CV 0,006 0,000 0,007 0,035 0,001 0,036 0,028 0,018 0,061 / / 
80 80 0,10 0,10 0,11 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,11 0,10 
 80 3,04 3,35 5,12 7,62 9,04 7,90 5,10 8,01 8,80 6,19 3,76 
 80 2,93 3,40 5,23 7,68 9,36 7,83 5,22 7,75 8,92 6,01 3,73 
 povprečje 2,885 3,275 5,065 7,550 9,100 7,765 5,060 7,780 8,760 5,990 3,645 
 SD 0,078 0,035 0,078 0,042 0,226 0,049 0,085 0,184 0,085 0,127 0,021 
 CV 0,027 0,011 0,015 0,006 0,025 0,006 0,017 0,024 0,010 0,021 0,006 
81 81 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 / / 
 81 3,12 3,52 5,51 8,98 12,93 12,36 10,52 7,86 8,50 / / 
 81 3,00 3,66 5,58 9,16 12,77 12,03 10,69 7,89 8,63 / / 
 povprečje 2,960 3,490 5,445 8,970 12,750 12,095 10,505 7,775 8,465 / / 
 SD 0,085 0,099 0,049 0,127 0,113 0,233 0,120 0,021 0,092 / / 
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Nadaljevanje Priloge C 
 Rezultati deležev retikulocitov in statistični izračuni za posamezni dan vzorčenja mišje krvi 
  Dan inkubacije          
Miš  0 1 2 3 4 5 6 7 8 14 19 
82 82 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,11 0,10 0,10 / / 
 82 2,64 3,45 5,72 8,77 10,20 9,23 8,16 7,87 8,53 / / 
 82 2,76 3,70 5,75 8,31 10,29 9,40 7,90 7,56 8,79 / / 
 povprečje 2,600 3,475 5,635 8,440 10,145 9,215 7,920 7,615 8,560 / / 
 SD 0,085 0,177 0,021 0,325 0,064 0,120 0,184 0,219 0,184 / / 
 CV 0,033 0,051 0,004 0,039 0,006 0,013 0,023 0,029 0,021 / / 
83 83 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,1 
 83 3,47 3,67 6,26 9,17 10,80 9,50 6,86 7,47 7,20 3,87 4,57 
 83 3,57 3,58 6,23 9,17 10,80 9,74 7,29 7,32 7,57 3,81 4,53 
 povprečje 3,420 3,525 6,145 9,070 10,700 9,520 6,975 7,295 7,285 3,740 4,450 
 SD 0,071 0,064 0,021 0,000 0,000 0,170 0,304 0,106 0,262 0,042 0,028 
 CV 0,021 0,018 0,003 0,000 0,000 0,018 0,044 0,015 0,036 0,011 0,006 
84 84 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 / / 
 84 3,47 2,94 4,52 5,89 9,43 10,84 11,91 10,01 9,87 / / 
 84 3,30 3,00 4,68 6,08 9,58 10,93 11,63 9,94 9,88 / / 
 povprečje 3,285 2,870 4,500 5,885 9,405 10,785 11,670 9,875 9,775 / / 
 SD 0,120 0,042 0,113 0,134 0,106 0,064 0,198 0,049 0,007 / / 
 CV 0,037 0,015 0,025 0,023 0,011 0,006 0,017 0,005 0,001 / / 
85 85 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,100 0,100 
 85 2,83 3,19 3,41 3,77 4,74 6,64 8,19 13,69 15,74 5,410 4,510 
 85 2,82 3,20 3,14 4,06 4,81 6,75 8,32 13,90 15,83 5,360 4,58 
 povprečje 2,725 3,095 3,175 3,815 4,675 6,595 8,155 13,695 15,685 5,285 4,445 
 SD 0,007 0,007 0,191 0,205 0,049 0,078 0,092 0,148 0,064 0,035 0,049 
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Nadaljevanje Priloge D 
 Rezultati deležev retikulocitov in statistični izračuni za posamezni dan vzorčenja mišje krvi 
  Dan inkubacije          
Miš  0 1 2 3 4 5 6 7 8 14 19 
86 86 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,1 0,1 
 86 2,62 3,11 3,28 4,16 5,24 5,86 6,69 7,06 7,36 4,77 7,98 
 86 2,61 3,06 3,29 4,16 5,17 5,82 6,57 7,25 7,47 4,79 8,14 
 povprečje 2,515 2,985 3,185 4,060 5,105 5,740 6,530 7,055 7,315 4,680 7,960 
 SD 0,007 0,035 0,007 0,000 0,049 0,028 0,085 0,134 0,078 0,014 0,113 
 CV 0,003 0,012 0,002 0,000 0,010 0,005 0,013 0,019 0,011 0,003 0,014 
87 87 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 / / 
 87 2,76 2,54 3,03 3,70 5,05 6,70 7,86 8,77 8,70 / / 
 87 2,70 2,73 3,14 3,88 5,29 6,63 7,83 8,64 8,71 / / 
 povprečje 2,630 2,535 2,985 3,690 5,070 6,565 7,745 8,605 8,605 / / 
 SD 0,042 0,134 0,078 0,127 0,170 0,049 0,021 0,092 0,007 / / 
 CV 0,016 0,053 0,026 0,034 0,033 0,008 0,003 0,011 0,001 / / 
88 88 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 / / 
 88 3,04 3,24 4,03 4,50 5,70 6,77 9,24 12,96 17,26 / / 
 88 2,93 3,27 3,96 4,47 5,50 6,96 9,72 12,81 17,36 / / 
 povprečje 2,885 3,155 3,895 4,385 5,500 6,765 9,380 12,785 17,210 / / 
 SD 0,078 0,021 0,049 0,021 0,141 0,134 0,339 0,106 0,071 / / 
 CV 0,027 0,007 0,013 0,005 0,026 0,020 0,036 0,008 0,004 / / 
89 89 0,12 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,11 0,1 0,1 
 89 3,24 3,20 4,45 6,51 11,10 14,31 16,45 14,03 12,80 6,35 3,85 
 89 3,20 3,07 3,97 6,37 11,16 14,28 17,17 13,82 12,90 6,81 3,7 
 povprečje 3,100 3,035 4,110 6,340 11,030 14,195 16,710 13,825 12,740 6,480 3,675 
 SD 0,028 0,092 0,339 0,099 0,042 0,021 0,509 0,148 0,071 0,325 0,106 
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Zatehte posameznih miši med PD-študijo 
 Teža (g)            
Miš dan -5 dan 0 dan 1 dan 2 dan 3 dan 4 dan 5 dan 6 dan 7  dan 8 dan 14 dan 19 
 8. 6. 2018 13. 6. 2018 14. 6. 2018 15. 6. 2018 16. 6. 2018 17. 6. 2018 18. 6. 2018 19. 6. 2018 20. 6. 2018 21.06. 2018 27. 6. 2018 2. 7. 2018 
78-BRP 26,57 29,11 28,51 28,10 29,13 28,20 28,70 28,09 28,95 28,73 29,87 30,00 
79-BRP 26,55 28,50 28,02 28,56 29,68 29,19 29,50 29,68 30,04 29,89 / / 
80-BRP 27,46 29,19 28,42 28,59 28,81 28,44 28,50 28,49 28,46 28,92 30,32 31,05 
81-BRP 27,13 29,44 28,28 28,55 28,65 28,84 29,05 29,12 28,91 29,42 / / 
82-BRP 26,99 29,36 28,28 28,13 28,88 28,12 28,32 28,21 28,05 28,28 / / 
83-BRP 26,50 28,84 27,79 27,76 28,00 27,92 28,31 27,77 28,34 28,34 31,16 32,01 
84-P 26,50 29,01 28,23 27,90 28,04 28,42 28,53 28,41 28,76 29,58 / / 
85-P 26,42 28,33 28,18 28,16 28,43 28,15 28,21 28,66 28,82 28,46 30,610 31,310 
86-P 26,60 28,60 28,54 28,62 29,38 29,01 29,47 29,12 29,19 29,33 30,71 31,16 
87-P 27,61 29,25 28,48 28,63 29,46 29,01 29,21 29,07 29,40 29,57 / / 
88-P 27,14 28,80 27,78 28,16 28,53 28,84 29,32 28,57 28,70 28,76 / / 
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 Preglednica rezultatov intenzitete fluorescence delovne raztopine, izpostavljene svetlobi 
Čas (min) 
1 
(A, B, C) 
2 
(A, B, C) 
3 
(A, B, C) 
4 
(A, B, C) 
5 
(A, B, C) 
6 
(A, B, C) 
7 
(A, B, C) 
8 
(A, B, C) 
9 
(A, B, C) 
10 




5 min 5382 / / / / / / / / / 5084,667 
 4782 / / / / / / / / / / 
 5090 / / / / / / / / / / 
7 min 4722 4744 / / / / / / / / 4670,833 
 4968 4488 / / / / / / / / / 
 4554 4549 / / / / / / / / / 
10 min 4974 4981 5173 / / / / / / / 5196,444 
 5676 4665 5860 / / / / / / / / 
 5743 4981 4715 / / / / / / / / 
12 min 5419 5586 5292 6047 / / / / / / 5458,167 
 5668 5390 5093 5239 / / / / / / / 
 5397 5190 5980 5197 / / / / / / / 
15 min 5311 5451 5448 6385 5307 / / / / / 5465,133 
 5339 6065 5568 4888 5115 / / / / / / 
 5276 5929 5492 5495 4908 / / / / / / 
18 min 5325 4869 4681 5506 4704 5896 / / / / 5153,167 
 4965 5459 4978 5410 5320 5747 / / / / / 
 4908 5012 5493 5291 4073 5120 / / / / / 
20 min 5274 5657 4546 5501 5378 5359 5315 / / / 5258,524 
 4738 5676 5153 6040 4955 5310 4710 / / / / 
 5521 5169 5261 5150 4555 5390 5771 / / / / 
25 min 4743 4637 5538 5972 4744 4632 5711 5379 / / 5360,667 
 5882 5562 5150 5645 5425 4957 5384 5245 / / / 
 6135 5522 5969 5363 5694 5077 5185 5105 / / / 
30 min 4393 4762 5478 5556 5279 5635 4839 4555 4607 / 4900 
 4827 5276 4930 5234 5251 4878 4401 5649 4138 / / 
 5019 4299 4199 4972 4846 4589 4664 5100 4924 / / 
35 min 5049 5250 5054 5881 4764 5293 5084 5584 5078 4778 5253,133 
 5394 4926 5082 5591 5445 5623 5364 5095 5546 5101 / 
 4649 5316 5422 6080 4446 4917 5432 5354 5393 5603 / 
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 Preglednica rezultatov fluorescence delovne raztopine v odsotnosti svetlobe (pokrita z aluminijasto folijo) 
Čas (min) 
1 
(A, B, C) 
2 
(A, B, C) 
3 
(A, B, C) 
4 
(A, B, C) 
5 
(A, B, C) 
6 
(A, B, C) 
7 
(A, B, C) 
8 
(A, B, C) 
9 




5 min 5844 / / / / / / / / 5852,667 
 
6222 / / / / / / / / / 
 
5492 / / / / / / / / / 
10 min 5186 4920 / / / / / / / 5146 
 
5435 4771 / / / / / / / / 
 
5621 4943 / / / / / / / / 
16 min 6111 6111 6099 / / / / / / 6230,556 
 
5914 5767 5601 / / / / / / / 
 
6112 5964 8396 / / / / / / / 
18 min 5071 5624 5351 5221 / / / / / 5722,25 
 
6130 5426 5889 5831 / / / / / / 
 
5597 5272 7603 5652 / / / / / / 
22 min 5460 5210 5963 5882 6386 / / / / 5880,933 
 
5614 5620 5541 5234 5596 / / / / / 
 
5357 5580 9417 5952 5402 / / / / / 
25 min 5978 5971 6584 6448 6345 9219 / / / 6920,111 
 
6613 6520 6140 6430 6198 9626 / / / / 
 
6015 6173 11763 5784 6331 6424 / / / / 
30 min 4569 4975 4286 5006 5050 12428 4745 / / 6363,143 
 
4758 4678 4883 3961 4832 29001 5658 / / / 
 
4466 4060 6702 4748 5231 4694 4895 / / / 
34 min 5391 5542 5727 5741 6143 9934 5957 9329 / 7290,458 
 
5516 5705 6496 6139 5606 25582 5922 10031 / / 
 
6470 5236 9307 5959 5980 5443 5791 6024 / / 
37 min 6253 7424 6600 7004 6051 8887 6727 13760 7170 7418,185 
 
6104 5953 6528 6368 6685 14289 6504 10752 6547 / 
 
6478 6198 10298 6081 6560 5842 6668 6433 6127 / 
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Priloga H:  




(A, B, C) 
2 
(A, B, C) 
3 
(A, B, C) 
4 
(A, B, C) 
5 
(A, B, C) 
6 
(A, B, C) 
7 
(A, B, C) 
8 
(A, B, C) 
9 
(A, B, C) 
10 
(A, B, C) 
11 
(A, B, C) 
12 




10 min 9527 / / / / / / / / / / / 9338,667 
 8393 / / / / / / / / / / / / 
 10096 / / / / / / / / / / / / 
20 min 6252 8213 / / / / / / / / / / 7665,833 
 8012 7615 / / / / / / / / / / / 
 7455 8448 / / / / / / / / / / / 
30 min 8379 7991 7072 / / / / / / / / / 8050,333 
 6973 8461 9529 / / / / / / / / / / 
 7546 7015 9487 / / / / / / / / / / 
40 min 9303 9118 10137 9519 / / / / / / / / 9549,417 
 8745 9369 10509 10234 / / / / / / / / / 
 8630 8560 10180 10289 / / / / / / / / / 
60 min 8592 8738 9322 9619 8383 / / / / / / / 9261,4 
 7873 9643 10388 9738 10288 / / / / / / / / 
 9063 7989 10654 9077 9554 / / / / / / / / 
80 min 7840 7853 7277 9198 7472 7442 / / / / / / 8149,5 
 7324 8684 9015 8869 8787 8151 / / / / / / / 
 7898 6879 10149 7430 8441 7982 / / / / / / / 
100 min 6546 8071 8278 7758 7220 8390 7626 / / / / / 8097,524 
 6305 8001 8173 8732 9972 8422 8277 / / / / / / 
 7732 7920 9202 7924 8174 9404 7921 / / / / / / 
120 min 7416 8270 7203 10357 8182 6814 6799 10512 / / / / 8464,542 
 8290 8745 8902 9401 8609 7581 8702 9842 / / / / / 
 8164 7039 10169 7577 7647 7625 9342 9961 / / / / / 
130 min 6597 5882 5947 7350 7573 7041 5754 8379 7814 / / / 7348,926 
 5898 7718 7612 8136 7260 6404 7277 9135 10841 / / / / 
 6329 6457 8151 6995 7849 6357 7955 8076 7634 / / / / 
135 min 7557 6959 7812 8905 7580 8890 6037 10023 8918 9972 / / 8422,867 
 7813 8553 8256 8825 8900 7422 8544 8474 10398 7881 / / / 
 7152 7430 9272 7951 7734 8355 9412 8084 9536 10041 / / / 
140 min 7270 8044 7648 8070 8027 7993 7247 8621 8916 9532 8711 / 8621,515 
 7397 8362 10147 9209 8879 7276 8043 9300 10197 9311 8515 / / 
 7331 8112 9917 9067 7286 8654 8906 7441 9472 12572 9037 / / 
150 min 8140 8337 7918 8924 8816 8396 7574 9450 9420 10052 7434 8110 8769,833 
 8264 9805 8953 10284 9854 7830 7820 10037 9448 8672 8531 7771 / 
 8891 7940 9335 9013 7848 9698 9541 7827 9552 9945 8794 7490 / 
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 Preglednica rezultatov intenzitete fluorescence obarvanega vzorca, zaščitenega pred svetlobo (pokrit z aluminijasto folijo) 
Čas (min) 
1 
(A, B, C) 
2 
(A, B, C) 
3 
(A, B, C) 
4 
(A, B, C) 
5 
(A, B, C) 
6 
(A, B, C) 
7 
(A, B, C) 
8 
(A, B, C) 
9 
(A, B, C) 
10 
(A, B, C) 
11 
(A, B, C) 
12 




10 min 10694 / / / / / / / / / / / 11327,33 
 10753 / / / / / / / / / / / / 
 12535 / / / / / / / / / / / / 
20 min 10567 9139 / / / / / / / / / / 9335,5 
 8732 10156 / / / / / / / / / / / 
 8383 9036 / / / / / / / / / / / 
30 min 10201 9122 9727 / / / / / / / / / 9983,889 
 9026 9222 10638 / / / / / / / / / / 
 10842 9600 11477 / / / / / / / / / / 
40 min 8056 8264 9838 11318 / / / / / / / / 9747,667 
 8463 9595 8603 13210 / / / / / / / / / 
 8701 10391 10046 10487 / / / / / / / / / 
60 min 8170 7820 9482 9361 9199 / / / / / / / 9155,2 
 9066 9365 9165 9684 8086 / / / / / / / / 
 9857 9491 10382 9215 8985 / / / / / / / / 
80 min 8505 8821 9892 10060 8164 11474 / / / / / / 9336,889 
 8300 8802 9822 10747 8168 8334 / / / / / / / 
 9984 8864 9717 10292 9268 8850 / / / / / / / 
100 min 7541 7044 8028 9596 6988 6780 9523 / / / / / 8106,762 
 7658 7121 7920 5587 9137 9447 9153 / / / / / / 
 8345 6247 8317 8730 7801 10021 9258 / / / / / / 
120 min 7899 7731 8121 8525 6775 7615 8952 8388 / / / / 8027,083 
 7682 8079 8404 4696 9383 8625 9116 7578 / / / / / 
 9324 8220 8311 6901 7520 8570 9023 7212 / / / / / 
130 min 7550 9504 9233 8732 8115 9522 9037 9666 8344 / / / 8547,111 
 8293 8089 8390 7352 6696 8675 8123 7637 9107 / / / / 
 9698 9222 8763 8511 7857 8790 9103 8775 7988 / / / / 
135 min 7511 6554 7538 7430 6143 7549 7647 8485 9488 9317 / / 7818,533 
 7542 8012 8238 4627 7596 7927 9063 7566 9650 8323 / / / 
 8582 7455 8043 6388 6279 8433 8985 7060 8764 8361 / / / 
140 min 6856 7703 8197 8266 6797 8193 8768 9138 8908 8040 10281 / 8196,152 
 7266 6708 7490 6704 7700 8273 9913 7936 7870 8896 9117 / / 
 7989 7375 8075 6900 7664 7909 9143 8292 8507 8319 11280 / / 
150 min 8385 9261 9193 8922 8302 8756 8845 8294 8003 7639 8650 8119 8672,083 
 7848 8631 8384 10799 6574 7310 8101 7946 8030 8895 8314 8408 / 
 7723 7977 9159 8333 8353 7084 8270 9368 8039 9268 9733 17279 / 
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10 min 20 min 30 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min 135 min 150 min 
1 1 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 
 
1 7,68 8,15 8,57 8,60 8,36 8,90 8,83 8,79 9,10 8,88 
 
1 7,87 8,23 8,51 8,61 8,69 8,83 8,87 9,01 9,07 8,67 
 
povprečje 7,675 8,090 8,440 8,505 8,425 8,765 8,750 8,800 8,985 8,675 
 
SD 0,13435 0,056569 0,042426 0,007071 0,233345 0,049497 0,028284 0,155563 0,021213 0,148492 
 
CV 0,017505 0,006992 0,005027 0,000831 0,027697 0,005647 0,003232 0,017678 0,002361 0,017117 
2 2 0,10 0,10 0,10 0,11 0,10 0,11 0,11 0,10 0,10 0,10 
 
2 7,62 8,57 8,96 8,85 9,03 9,04 9,05 9,34 8,95 9,14 
 
2 7,71 8,24 8,82 8,99 9,06 9,01 9,12 9,22 9,17 9,17 
 
povprečje 7,565 8,305 8,790 8,810 8,945 8,915 8,975 9,180 8,960 9,055 
 
SD 0,06364 0,233345 0,098995 0,098995 0,021213 0,021213 0,049497 0,084853 0,155563 0,021213 
 
CV 0,008412 0,028097 0,011262 0,011237 0,002372 0,002379 0,005515 0,009243 0,017362 0,002343 
3 3 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,11 0,11 0,10 0,10 
 
3 7,74 8,12 8,38 8,38 8,85 8,21 8,73 8,70 8,73 8,40 
 
3 7,39 8,17 8,47 8,97 8,80 8,40 8,87 8,72 8,52 8,42 
 
povprečje 7,465 8,045 8,325 8,575 8,725 8,205 8,690 8,600 8,525 8,310 
 
SD 0,247487 0,035355 0,06364 0,417193 0,035355 0,13435 0,098995 0,014142 0,148492 0,014142 
 
CV 0,033153 0,004395 0,007644 0,048652 0,004052 0,016374 0,011392 0,001644 0,017418 0,001702 
4 4 0,10 0,11 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 
 
4 7,88 8,82 8,77 9,12 9,53 8,89 9,18 9,22 8,98 9,32 
 
4 7,50 8,77 8,77 9,06 9,52 9,18 9,27 9,15 9,46 9,49 
 
povprečje 7,590 8,685 8,670 8,990 9,425 8,935 9,125 9,085 9,120 9,305 
 
SD 0,268701 0,035355 0 0,042426 0,007071 0,205061 0,06364 0,049497 0,339411 0,120208 
 
CV 0,035402 0,004071 0 0,004719 0,00075 0,02295 0,006974 0,005448 0,037216 0,012919 
5 5 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,1 
 
5 7,12 8,15 8,18 8,33 8,37 8,51 9,11 8,52 8,51 8,75 
 
5 7,23 8,33 8,37 8,22 8,84 8,58 8,91 8,72 8,80 8,91 
 
povprečje 7,075 8,140 8,175 8,175 8,505 8,445 8,910 8,520 8,555 8,730 
 
SD 0,077782 0,127279 0,13435 0,077782 0,33234 0,049497 0,141421 0,141421 0,205061 0,113137 
 
CV 0,010994 0,015636 0,016434 0,009515 0,039076 0,005861 0,015872 0,016599 0,02397 0,01296 
6 6 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 
 
6 7,80 8,07 8,59 9,09 8,78 8,66 8,33 9,01 8,52 8,86 
 
6 7,65 8,39 8,62 8,62 8,78 9,34 8,37 8,96 8,73 8,74 
 
povprečje 7,625 8,130 8,505 8,755 8,680 8,900 8,250 8,885 8,525 8,700 
 
SD 0,106066 0,226274 0,021213 0,33234 0 0,480833 0,028284 0,035355 0,148492 0,084853 
 
CV 0,01391 0,027832 0,002494 0,03796 0 0,054026 0,003428 0,003979 0,017418 0,009753 
 
Kovač V. Optimizacija metode štetja mišjih retikulocitov za potrebe določanja in vivo biološke aktivnosti eritropoetina. 





Preglednica rezultatov deležev retikulocitov vzorcev, obarvanih z različno dolgo svetlobi izpostavljenim koncentriranim barvilom 
Vzorec 
Inkubacija pod svetlobo (ure)  
0 24 48 72 96 
1 1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 1 9,3 8,4 8,54 8,35 8,91 
 1 8,96 8,4 8,49 8,38 8,6 
 povprečje 9,03 8,3 8,415 8,265 8,655 
 SD  0,240416 0 0,035355 0,021213 0,219203 
 CV 0,026624 0 0,004201 0,002567 0,025327 
2 2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 2 8,39 7,86 8,07 8,42 8,44 
 2 8,09 7,61 7,91 8,17 8,08 
 povprečje 8,14 7,635 7,89 8,195 8,16 
 SD  0,212132 0,176777 0,113137 0,176777 0,254558 
 CV 0,02606 0,023153 0,014339 0,021571 0,031196 
3 3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 3 9,02 8,94 8,81 8,37 8,12 
 3 8,91 8,83 8,33 8,53 8,52 
 povprečje 8,865 8,785 8,47 8,35 8,22 
 SD  0,077782 0,077782 0,339411 0,113137 0,282843 
 CV 0,008774 0,008854 0,040072 0,013549 0,034409 
4 4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 4 8,11 8,48 8,62 8,46 8,47 
 4 8,8 8,83 8,6 8,62 8,79 
 povprečje 8,355 8,555 8,51 8,44 8,53 
 SD  0,487904 0,247487 0,014142 0,113137 0,226274 
 CV 0,058397 0,028929 0,001662 0,013405 0,026527 
5 5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 5 8,7 8,51 8,36 8,62 8,52 
 5 8,56 8,87 8,42 8,44 8,49 
 povprečje 8,53 8,59 8,29 8,43 8,405 
 SD  0,098995 0,254558 0,042426 0,127279 0,021213 
 CV 0,011606 0,029634 0,005118 0,015098 0,002524 
6 6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 6 8,44 8,51 8,5 8,33 8,31 
 6 8,04 8,38 8,38 8,51 8,44 
 povprečje 8,14 8,345 8,34 8,32 8,275 
 SD  0,282843 0,091924 0,084853 0,127279 0,091924 
 CV 0,034747 0,011015 0,010174 0,015298 0,011109 
 
Kovač V. Optimizacija metode štetja mišjih retikulocitov za potrebe določanja in vivo biološke aktivnosti eritropoetina. 





Rezultati deležev retikulocitov vzorcev, inkubiranih pod različnimi svetlobnimi pogoji 
Vzorec 
Pogoj inkubacije    
aluminijasta folija predal rumena  sonce 
1 1 0,10 0,10 0,10 0,10 
 1 9,39 9,40 9,79 10,07 
 1 9,58 9,78 10,04 9,70 
 povprečje 9,385 9,490 9,815 9,785 
 SD 0,13 0,27 0,18 0,26 
 CV 2,8 0,9 0,4 2,4 
2 2 0,10 0,10 0,10 0,09 
 2 9,61 9,90 10,44 10,05 
 2 9,59 9,79 10,11 10,03 
 povprečje 9,500 9,745 10,175 9,950 
 SD 0,01 0,08 0,23 0,01 
 CV 0,2 0,2 0,3 0,1 
3 3 0,10 0,10 0,10 0,10 
 3 8,37 8,69 8,89 9,04 
 3 8,51 8,48 8,91 8,66 
 povprečje 8,340 8,485 8,800 8,750 
 SD 0,10 0,15 0,01 0,27 
 CV 2,8 2,1 0,7 0,9 
4 4 0,10 0,10 0,10 0,10 
 4 8,59 8,83 9,01 9,12 
 4 8,74 9,12 9,16 9,44 
 povprečje 8,565 8,875 8,985 9,180 
 SD 0,11 0,21 0,11 0,23 
 CV 1,2 0,6 0,9 0,0 
5 5 0,10 0,10 0,10 0,10 
 5 8,98 9,12 9,15 9,69 
 5 9,03 9,14 9,17 9,36 
 povprečje 8,905 9,030 9,060 9,425 
 SD 0,04 0,01 0,01 0,23 
 CV 0,9 1,2 0,4 2,5 
6 6 0,10 0,10 0,10 0,10 
 6 8,72 8,75 8,78 9,18 
 6 8,76 8,76 8,49 8,97 
 povprečje 8,640 8,655 8,535 8,975 
 SD 0,03 0,01 0,21 0,15 
 CV 0,2 0,7 1,9 0,8 
 
 
Kovač V. Optimizacija metode štetja mišjih retikulocitov za potrebe določanja in vivo biološke aktivnosti eritropoetina. 





 Preglednica rezultatov deležev retikulocitov vzorcev po različnih številih vorteksiranja 
Vzorec 
Vorteksiranje      
0-krat 1-krat 2-krat 4-krat 8-krat 10-krat 12-krat 
1 1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 1 9,31 8,52 8,81 8,35 7,9 7,72 8,23 
 1 9,08 8,6 8,44 8,32 8,08 7,59 7,94 
 povprečje 9,095 8,46 8,525 8,235 7,89 7,555 7,985 
 SD 0,162635 0,056569 0,26163 0,021213 0,127279 0,091924 0,205061 
 CV 0,017882 0,006687 0,03069 0,002576 0,016132 0,012167 0,025681 
2 2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 2 9,94 9,07 8,79 9,2 8,49 7,71 8,27 
 2 9,74 9,13 9,15 9,01 8,75 7,98 8,04 
 povprečje 9,74 9 8,87 9,005 8,52 7,745 8,055 
 SD 0,141421 0,042426 0,254558 0,13435 0,183848 0,190919 0,162635 
 CV 0,01452 0,004714 0,028699 0,01492 0,021578 0,024651 0,020191 
3 3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 3 9,53 8,76 8,74 8,67 8,22 8,05 8,08 
 3 9,26 8,6 8,68 8,81 8,18 7,99 8,33 
 povprečje 9,295 8,58 8,61 8,64 8,1 7,92 8,105 
 SD 0,190919 0,113137 0,042426 0,098995 0,028284 0,042426 0,176777 
 CV 0,02054 0,013186 0,004928 0,011458 0,003492 0,005357 0,021811 
4 4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,11 
 4 9,85 8,8 9,23 8,91 8,82 8,98 8,92 
 4 9,89 8,66 9,09 8,78 8,93 8,76 9,05 
 povprečje 9,77 8,63 9,06 8,745 8,775 8,77 8,875 
 SD 0,028284 0,098995 0,098995 0,091924 0,077782 0,155563 0,091924 
 CV 0,002895 0,011471 0,010927 0,010512 0,008864 0,017738 0,010358 
5 5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 5 8,92 7,77 7,54 7,84 7,51 7,46 5,1 
 5 8,68 7,97 7,62 7,84 7,59 7,46 5,16 
 povprečje 8,7 7,77 7,48 7,74 7,45 7,36 5,03 
 SD 0,169706 0,141421 0,056569 0 0,056569 0 0,042426 
 CV 0,019506 0,018201 0,007563 0 0,007593 0 0,008435 
6 6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 6 10,67 9,49 9,31 9,47 9,04 9,01 9,57 
 6 10,82 9,33 9,51 9,06 9,34 8,63 9,68 
 povprečje 10,645 9,31 9,31 9,165 9,09 8,72 9,525 
 SD 0,106066 0,113137 0,141421 0,289914 0,212132 0,268701 0,077782 
 CV 0,009964 0,012152 0,01519 0,031633 0,023337 0,030814 0,008166 
 
Kovač V. Optimizacija metode štetja mišjih retikulocitov za potrebe določanja in vivo biološke aktivnosti eritropoetina. 





Preglednica rezultatov deležev retikulocitov vzorcev, ki so bili inkubirani do 120 minut in pred merjenjem bodisi enkrat vorteksirani ali pa nevorteksirani 
Vzorec 
Čas (min)              
30 30 45 45 60 60 75 75 90 90 105 105 120 120 
Brez vort. 1-krat 
vort. 
Brez vort. 1-krat 
vort. 
Brez vort. 1-krat  
vort. 
Brez vort. 1-krat 
vort. 
Brez vort. 1-krat 
vort. 
Brez vort. 1-krat  
vort. 
Brez vort. 1-krat  
vort. 
1 1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,11 0,11 0,1 0,1 0,1 
 1 8,13 7,55 8,45 7,97 8,91 7,83 8,73 7,71 9,2 8,15 9,28 8,16 9,08 8,31 
 1 8,32 7,3 8,39 7,29 8,76 8,02 8,91 7,72 8,81 8,03 9,34 7,92 9,35 8,48 
 Povp. 8,125 7,325 8,32 7,53 8,735 7,825 8,72 7,615 8,905 7,98 9,2 7,94 9,115 8,295 
 SD 0,13435029 0,176777 0,04242641 0,480833 0,106066017 0,13435 0,1272792 0,007071 0,27577164 0,084853 0,042426407 0,169706 0,19091883 0,120208 
 CV 0,01653542 0,024133 0,00509933 0,063856 0,012142647 0,017169 0,0145962 0,000929 0,03096818 0,010633 0,004611566 0,021374 0,02094557 0,014492 
2 2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 2 7,84 6,86 7,96 7,23 8,03 7,57 8,99 7,79 8,83 7,9 8,92 7,48 9,03 8,08 
 2 7,54 7,02 8,03 7 8,39 7,1 8,56 7,83 8,58 8,05 8,35 7,73 9,01 8,24 
 Povp. 7,59 6,84 7,895 7,015 8,11 7,235 8,675 7,71 8,605 7,875 8,535 7,505 8,92 8,06 
 SD 0,21213203 0,113137 0,04949747 0,162635 0,254558441 0,33234 0,3040559 0,028284 0,1767767 0,106066 0,403050865 0,176777 0,01414214 0,113137 
 CV 0,02794888 0,016541 0,00626947 0,023184 0,031388217 0,045935 0,0350497 0,003669 0,02054349 0,013469 0,0472233 0,023555 0,00158544 0,014037 
3 3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 3 9,47 8,99 9,66 9,01 9,84 9,05 10,5 9,16 10,33 8,73 10,22 8,94 10,74 8,89 
 3 9,63 8,91 9,81 9,31 9,65 8,97 10,49 8,77 10,22 8,84 10,33 8,65 10,61 8,93 
 Povpr. 9,45 8,85 9,635 9,06 9,645 8,91 10,395 8,865 10,175 8,685 10,175 8,695 10,575 8,81 
 SD 0,11313708 0,056569 0,10606602 0,212132 0,134350288 0,056569 0,0070711 0,275772 0,07778175 0,077782 0,077781746 0,205061 0,09192388 0,028284 
 CV 0,01197218 0,006392 0,01100841 0,023414 0,013929527 0,006349 0,0006802 0,031108 0,0076444 0,008956 0,007644398 0,023584 0,00869257 0,00321 
4 4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 / 0,1 0,1 0,1 
 4 7,09 6,6 7,63 6,72 7,82 6,82 7,99 7,05 8,34 7,04 / 7,32 8,53 7,02 
 4 7,14 6,53 7,92 6,74 7,79 6,9 8,21 6,89 8,03 7,05 / 7,63 8,48 7 
 Povp. 7,015 6,465 7,675 6,63 7,705 6,76 8 6,87 8,085 6,945 #VREDN! 7,375 8,405 6,91 
 SD 0,03535534 0,049497 0,20506097 0,014142 0,021213203 0,056569 0,1555635 0,113137 0,2192031 0,007071 #DEL/0! 0,219203 0,03535534 0,014142 
 CV 0,00503996 0,007656 0,02671804 0,002133 0,002753174 0,008368 0,0194454 0,016468 0,02711232 0,001018 #DEL/0! 0,029722 0,00420647 0,002047 
5 5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 5 7,72 6,93 7,74 6,99 7,88 7,02 8,22 7,17 8,2 7,36 8,16 7,58 8,59 7,28 
 5 7,42 6,81 7,84 6,93 8,19 7,11 8,29 7,43 8,27 7,31 8,48 7,53 8,7 7,44 
 povpr 7,47 6,77 7,69 6,86 7,935 6,965 8,155 7,2 8,135 7,235 8,22 7,455 8,545 7,26 
 SD 0,21213203 0,084853 0,07071068 0,042426 0,219203102 0,06364 0,0494975 0,183848 0,04949747 0,035355 0,22627417 0,035355 0,07778175 0,113137 
 CV 0,02839786 0,012534 0,00919515 0,006185 0,02762484 0,009137 0,0060696 0,025534 0,00608451 0,004887 0,027527271 0,004743 0,0091026 0,015584 
6 6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 6 8,2 7,84 8,49 7,81 8,63 7,86 8,66 8,22 9,15 7,98 9,08 8,06 9,05 7,63 
 6 8,39 7,72 8,47 7,73 8,62 7,83 8,67 8,13 8,81 7,82 9,08 7,62 9,03 8,06 
 Povp. 8,195 7,68 8,38 7,67 8,525 7,745 8,565 8,075 8,88 7,8 8,98 7,74 8,94 7,745 
 SD 0,13435029 0,084853 0,01414214 0,056569 0,007071068 0,021213 0,0070711 0,06364 0,24041631 0,113137 0 0,311127 0,01414214 0,304056 
 CV 0,01639418 0,011049 0,00168761 0,007375 0,000829451 0,002739 0,0008256 0,007881 0,02707391 0,014505 0 0,040197 0,00158189 0,039258 
 
Kovač V. Optimizacija metode štetja mišjih retikulocitov za potrebe določanja in vivo biološke aktivnosti eritropoetina. 





 Preglednicaa rezultatov deležev retikulocitov vzorcev, ki so bili obarvani z različnima barviloma 
Vzorec 
 1 ml Retic-Count + 
5 μl polne krvi 
1 ml TO + 5 μl polne 
krvi 
1 ml Retic-Count 
+ 0,5 ml redčene 
krvi 
0,5 ml TO + 0,5ml 
redčene krvi 
1 1 0,1 0,1 0,1 0,1 
 1 3,42 3,52 3,05 2,8 
 1 3,16 3,64 3 2,93 
 povprečje 3,19 3,48 2,925 2,765 
 SD 0,183847763 0,084852814 0,035355339 0,091923882 
 CV 0,057632528 0,024382992 0,012087295 0,033245527 
2 2 0,1 0,1 0,1 0,1 
 2 4,46 3,98 3,69 3,52 
 2 4,1 4,09 3,61 3,52 
 povprečje 4,18 3,935 3,55 3,42 
 SD 0,254558441 0,077781746 0,056568542 0 
 CV 0,060899149 0,019766644 0,015934801 0 
3 3 0,1 0,1 0,1 0,1 
 3 4,36 4,08 3,1 3,54 
 3 3,82 3,97 3,24 3,6 
 povprečje 3,99 3,925 3,07 3,47 
 SD 0,381837662 0,077781746 0,098994949 0,042426407 
 CV 0,095698662 0,019817005 0,032245912 0,01222663 
4 4 0,1 0,1 0,1 0,1 
 4 3,35 3,21 2,82 2,68 
 4 3,11 2,95 2,75 2,58 
 povprečje 3,13 2,98 2,685 2,53 
 SD 0,169705627 0,183847763 0,049497475 0,070710678 
 CV 0,05421905 0,06169388 0,018434814 0,027948885 
5 5 0,1 0,1 0,1 0,1 
 5 3,46 3,8 2,87 2,82 
 5 3,23 3,55 2,77 2,52 
 povprečje 3,245 3,575 2,72 2,57 
 SD 0,16263456 0,176776695 0,070710678 0,212132034 
 CV 0,050118508 0,049448027 0,025996573 0,082541648 
6 6 0,1 0,1 0,1 0,1 
 6 3,79 3,88 3,14 3,02 
 6 3,75 3,87 3,21 3,08 
 povprečje 3,67 3,775 3,075 2,95 
 SD 0,028284271 0,007071068 0,049497475 0,042426407 
 CV 0,007706886 0,001873131 0,01609674 0,014381833 
 
Kovač V. Optimizacija metode štetja mišjih retikulocitov za potrebe določanja in vivo biološke aktivnosti eritropoetina. 





Preglednica rezultatov % retikulocitov vzorce, ki so bili različno redčeni in barvani z dvema barviloma 
 Redčenje Redčenje 1 : 1 Redčenje 1 : 100 Redčenje 1 : 500 Redčenje 1 : 1000 Redčenje 1 : 2000 Redčenje 1 : 1 
 
Redčenje 1 : 100 
 
Redčenje 1 : 500 
 
Redčenje 1 : 1000 
 
Redčenje 1 : 2000 
 
 Barvanje 0,5 TO +  
5μl polne krvi 
0,5 ml TO + 
0,5 ml (1 : 100) 
redčene krvi 
0,5ml TO + 
0,5ml (1 : 500) 
redčene krvi 
0,5ml TO +  
0,5ml (1 : 1000) 
redčene krvi 
0,5 ml TO + 0,5 ml 
(1 : 2000) redčene 
krvi 
1 ml Retic-
Count + 5 μl 
polne krvi 
1 ml Retic-Count 
+ 0,5 ml (1 : 100)  
redčene krvi 
1 ml Retic-
Count + 500ml 
(1 : 500) redčene 
krvi 
1 ml Retic-Count 
+ 0,5 ml (1 : 1000)  
redčene krvi 
1 ml Retic-Count 
+ 0,5 ml (1 : 2000)  
redčene krvi 
1 1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,44 0,1 0,1 0,1 0,1 
 1 11,92 10,78 9,72 9,12 8,89 10,57 10,34 9,55 9,25 9,5 
 1 11,18 10,71 9,52 9,11 8,8 10,42 9,95 9,68 9,23 9,26 
 povprečje 11,45 10,645 9,52 9,015 8,745 10,055 10,045 9,515 9,14 9,28 
 SD 0,523259 0,049497 0,141421 0,007071 0,06364 0,106066017 0,275771645 0,091923882 0,014142136 0,169705627 
 CV 0,045699 0,00465 0,014855 0,000784 0,007277 0,010548585 0,027453623 0,009660944 0,00154728 0,018287244 
2 2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,38 0,11 0,1 0,1 0,1 1,2 
 2 12,41 10,9 9,45 8,3 7,48 10,85 10,42 9,93 9,38 9,28 
 2 11,51 10,54 9,11 8,25 7,75 10,49 9,99 9,72 9,55 9,67 
 povprečje 11,86 10,62 9,18 8,175 7,235 10,56 10,105 9,725 9,365 8,275 
 SD 0,636396 0,254558 0,240416 0,035355 0,190919 0,254558441 0,304055916 0,148492424 0,120208153 0,275771645 
 CV 0,053659 0,02397 0,026189 0,004325 0,026388 0,024105913 0,03008965 0,015269144 0,012835895 0,033325879 
3 3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,13 0,1 0,1 0,1 0,1 0,92 
 3 11,57 10,94 9,22 8,6 7,61 10,26 10,2 9,3 9,36 9,21 
 3 11,56 10,67 9,64 8,52 7,24 9,7 9,71 9,58 9,35 9,22 
 povprečje 11,465 10,705 9,33 8,46 7,295 9,88 9,855 9,34 9,255 8,295 
 SD 0,007071 0,190919 0,296985 0,056569 0,26163 0,395979797 0,346482323 0,197989899 0,007071068 0,007071068 
 CV 0,000617 0,017835 0,031831 0,006687 0,035864 0,040078927 0,035158024 0,021198062 0,000764027 0,000852449 
4 4 0,1 0,1 0,11 0,1 0,32 0,1 0,1 0,11 0,1 0,76 
 4 13,21 11,38 9,49 8,79 7,53 10,86 10,31 9,95 9,94 9,78 
 4 11,96 11,51 9,3 8,95 7,69 11,17 10,1 9,83 9,74 9,8 
 povprečje 12,485 11,345 9,285 8,77 7,29 10,915 10,105 9,78 9,74 9,03 
 SD 0,883883 0,091924 0,13435 0,113137 0,113137 0,219203102 0,148492424 0,084852814 0,141421356 0,014142136 
 CV 0,070796 0,008103 0,01447 0,0129 0,015519 0,02008274 0,014694945 0,008676157 0,014519646 0,001566128 
5 5 0,1 0,11 0,1 0,1 0,1 0,11 0,1 0,1 0,1 1,11 
 5 13,11 10,83 9,69 8,89 8,1 11,46 10,95 10,02 9,57 10,58 
 5 12,13 10,52 9,42 8,96 8,23 11,38 10,5 10,02 10,08 10,29 
 povprečje 12,52 10,565 9,455 8,825 8,065 11,31 10,625 9,92 9,725 9,325 
 SD 0,692965 0,219203 0,190919 0,049497 0,091924 0,056568542 0,318198052 0 0,360624458 0,205060967 
 CV 0,055349 0,020748 0,020192 0,005609 0,011398 0,005001639 0,029948052 0 0,037082207 0,021990452 
6 6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,46 
 6 10,63 10,31 8,67 8,23 6,96 10,6 9,89 8,96 9,18 9,96 
 6 10,56 10,11 8,38 8,41 6,88 10,77 9,95 9,18 9,07 9,87 
 povprečje 10,495 10,11 8,425 8,22 6,82 10,585 9,82 8,97 9,025 9,455 
 SD 0,049497 0,141421 0,205061 0,127279 0,056569 0,120208153 0,042426407 0,155563492 0,077781746 0,06363961 
 CV 0,004716 0,013988 0,02434 0,015484 0,008295 0,011356462 0,004320408 0,017342641 0,008618476 0,006730789 
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Preglednica rezultatov deležev retikulocitov vzorcev, ki so bili inkubirani v EDTA, redčeni in različno obarvani 
  Različne koncentracije krvi        
  Redčenje 
1 : 1 
Redčenje 
1 : 1 
Redćenje 
1 : 100 
Redčenje 
1 : 100 
Redčenje  
1 : 500 
Redčenje  
1 : 500 
Redčenje  
1 : 1000 
Redčenje  
1 : 1000 
Redčenje 
1 : 2000 
Redčenje  
1 : 2000 
Vzorec  1 ml Retic-
Count + 5 μl 
polne krvi 





(1 : 100)  
redčene krvi 
0,5 ml TO + 
0,5 ml 





(1 : 500) 
redčene krvi 
0,5 ml TO + 
0,5 ml 





(1 : 1000)  
redčene krvi 
0,5 ml TO + 
0,5 ml 





(1 : 2000)  
redčene krvi 
0,5 ml TO + 
0,5 ml 
(1 : 2000) 
redčene krvi 
1 1 0,11 0,1 0,1 0,1 0,1 0,19 0,11 0,1 0,11 0,1 
 1 9,23 9,3 7,84 7,36 7,08 6,24 7,2 6,03 6,99 6,28 
 1 8,42 8,97 7,82 7,2 6,99 6,3 7,26 6,26 7,2 6,09 
 povprečje 8,715 9,035 7,73 7,18 6,935 6,08 7,12 6,045 6,985 6,085 
 SD 0,572756493 0,233345238 0,014142136 0,113137085 0,06363961 0,042426407 0,042426407 0,16263456 0,148492424 0,134350288 
 CV 0,065720768 0,025826811 0,001829513 0,015757254 0,009176584 0,006978027 0,005958765 0,02690398 0,021258758 0,02207893 
2 2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,11 0,32 0,1 0,15 0,1 0,1 
 2 9,03 8,12 8,05 7,35 7,46 6,1 7,31 6,11 7,34 5,99 
 2 8,91 7,82 8 7,43 7,35 6,46 7,21 6,41 7,32 6,05 
 povprečje 8,87 7,87 7,925 7,29 7,295 5,96 7,16 6,11 7,23 5,92 
 SD 0,084852814 0,212132034 0,035355339 0,056568542 0,077781746 0,254558441 0,070710678 0,212132034 0,014142136 0,042426407 
 CV 0,00956627 0,026954515 0,004461242 0,007759745 0,010662337 0,042711148 0,009875793 0,034718827 0,001956035 0,007166623 
3 3 0,1 0,11 0,1 0,11 0,1 0,26 0,1 0,1 0,1 0,1 
 3 9,39 10,78 8,74 8,25 7,57 7,22 7,61 6,87 7,91 6,66 
 3 9,26 9,92 8,41 8,13 7,77 7,14 7,47 7,07 7,87 6,69 
 povprečje 9,225 10,24 8,475 8,08 7,57 6,92 7,44 6,87 7,79 6,575 
 SD 0,091923882 0,608111832 0,233345238 0,084852814 0,141421356 0,056568542 0,098994949 0,141421356 0,028284271 0,021213203 
 CV 0,009964648 0,059385921 0,027533361 0,010501586 0,018681817 0,008174645 0,013305773 0,02058535 0,003630844 0,003226343 
4 4 0,11 0,11 0,1 0,1 0,11 0,24 0,1 0,1 0,1 0,21 
 4 9,51 10,45 7,82 7,15 7,57 6,96 7,03 6,61 7,73 5,95 
 4 8,89 9,8 7,88 6,95 7,5 7,01 6,88 6,26 7,94 6,23 
 povprečje 9,09 10,015 7,75 6,95 7,425 6,745 6,855 6,335 7,735 5,88 
 SD 0,438406204 0,459619408 0,042426407 0,141421356 0,049497475 0,035355339 0,106066017 0,247487373 0,148492424 0,197989899 
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Nadaljevanje Priloge O 
Preglednica rezultatov deležev retikulocitov vzorcev, ki so bili inkubirani v EDTA, redčeni in različno obarvani 
5 5 0,11 0,1 0,1 0,11 0,1 0,21 0,1 0,1 0,1 0,11 
 5 8,39 8,87 6,86 6,52 6,27 5,49 6,11 5,67 6,76 4,41 
 5 8,12 8,38 6,99 6,38 6,3 5,85 6,03 5,54 6,63 4,83 
 povprečje 8,145 8,525 6,825 6,34 6,185 5,46 5,97 5,505 6,595 4,51 
 SD 0,190918831 0,346482323 0,091923882 0,098994949 0,021213203 0,254558441 0,056568542 0,091923882 0,091923882 0,296984848 
 CV 0,023440004 0,040643088 0,013468701 0,015614345 0,003429782 0,046622425 0,009475468 0,016698253 0,01393842 0,065850299 
6 6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,11 0,1 0,1 0,1 
 6 8,73 9,64 7,98 7,64 7,19 6,45 7,11 6,72 11,51 5,83 
 6 8,47 9,43 7,91 7,36 7,03 6,15 6,83 6,52 12,7 5,81 
 povprečje 8,5 9,435 7,845 7,4 7,01 6,2 6,86 6,52 12,005 5,72 
 SD 0,183847763 0,148492424 0,049497475 0,197989899 0,113137085 0,212132034 0,197989899 0,141421356 0,84145707 0,014142136 
 CV 0,021629149 0,015738466 0,00630943 0,026755392 0,016139384 0,034214844 0,028861501 0,021690392 0,070092217 0,002472401 
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 Hematološka slika miši z 8. dneva po injicirani substanci BRP (miš 79, desna slika) in z 19. dneva po injicirani substanci (miš 78, leva slika) 
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 Hematološka slika miši z 8. dneva po injicirani substanci BRP (miš 81, desna slika) in z 19. dneva po injicirani substanci (miš 80, leva slika) 
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Priloga T  
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 Hematološka slika miši z 8. dneva po injicirani placebo substanci (miš 84, leva slika) in z 19. dneva po injicirani substanci (miš 85, desna slika) 
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 Hematološka slika miši z 8. dneva po injicirani placebo substanci (miš 87, desna slika) in z 19. dneva po injicirani substanci (miš 86, leva slika) 
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 Hematološka slika miši z 8. dneva po injicirani placebo substanci (miš 88, leva slika) in z 19. dneva po injicirani substanci (miš 89, desna slika) 
 
